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RÉSUMÉ EN FRANÇAIS 
 
Les cellules endothéliales (EC) constituent une première barrière physique à la dissémination 
de virus pléiotropiques circulant par voie hématogène mais leur contribution à la défense innée 
anti-virale est peu connue. Des dysfonctions des EC de la barrière hémato-encéphalique 
(BMEC) et des sinusoïdes hépatiques (LSEC) ont été rapportées dans des neuropathologies et 
des hépatites aiguës ou chroniques d’origine virale, suggérant que des atteintes à leur intégrité 
contribuent à la pathogenèse. Les sérotypes de coronavirus de l’hépatite murine (MHV), se 
différenciant par leur capacité à induire des hépatites et des maladies neurologiques de sévérité 
variable et/ou leur tropisme pour les EC, représentent des modèles viraux privilégiés pour 
déterminer les conséquences de l’infection des EC sur la pathogenèse virale. Lors d’infection 
par voie hématogène, le sérotype MHV3, le plus virulent des MHV, induit une hépatite 
fulminante, caractérisée par une réponse inflammatoire sévère, et des lésions neurologiques 
secondaires alors que le sérotype moins virulent, MHV-A59, induit une hépatite modérée sans 
atteintes secondaires du système nerveux central (SNC). Par ailleurs, le sérotype MHV3, à la 
différence du MHV-A59, démontre une capacité à stimuler la production de cytokines par la 
voie TLR2. Les variants atténués du MHV3, les virus 51.6-MHV3 et YAC-MHV3, sont 
caractérisés par un faible tropisme pour les LSEC et induisent respectivement une hépatite 
modérée et subclinique. Compte tenu de l’importance des LSEC dans le maintien de la 
tolérance hépatique et de l’élimination des pathogènes circulants, il a été postulé que la 
sévérité de l’hépatite et de la réponse inflammatoire lors d’infections par les MHV est associée 
à la réplication virale et à l’altération des propriétés tolérogéniques et vasculaires des LSEC. 
Les désordres inflammatoires hépatiques pourraient résulter d’une activation différentielle du 
TLR2, plutôt que des autres TLR et des hélicases, selon les sérotypes. D’autre part, compte 
tenu du rôle des BMEC dans la prévention des infections du SNC, il a été postulé que 
l’invasion cérébrale secondaire par les coronavirus est reliée à l’infection des BMEC et le bris 
subséquent de la barrière hémato-encéphalique (BHE). À l’aide d’infections in vivo et in vitro 
par les différents sérotypes MHV, chez des souris ou des cultures de BMEC et de LSEC, nous 
avons démontré, d’une part, que l’infection in vitro des LSEC par le sétotype MHV3, à la 
différence des variants 51.6- et YAC-MHV3, altérait la production du facteur vasodilatant NO 
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et renversait leur phénotype tolérogénique en favorisant la production de cytokines et de 
chimiokines inflammatoires. Ces dysfonctions se traduisaient in vivo par une réponse 
inflammatoire incontrôlée et une dérégulation du recrutement intrahépatique de leucocytes, 
favorisant la réplication virale et les dommages hépatiques. Nous avons aussi démontré, à 
l’aide de souris TLR2 KO et de LSEC dont l’expression du TLR2 a été abrogée par des 
siRNA, que la sévérité de l’hépatite et de la réponse inflammatoire induite par le sérotype 
MHV3, dépendait en partie de l’induction et de l’activation préférentielle du TLR2 par le virus 
dans le foie. D’autre part, la sévérité de la réplication virale au foie et des désordres dans le 
recrutement leucocytaire intrahépatique induits par le MHV3, et non par le MHV-A59 et le 
51.6-MHV3, corrélaient avec une invasion virale subséquente du SNC, au niveau de la BHE. 
Nous avons démontré que l’invasion cérébrale du MHV3 était associée à une infection 
productive des BMEC et l’altération subséquente des protéines de jonctions serrées occludine, 
VE-cadhérine et ZO-1 se traduisant par une augmentation de la perméabilité de la BHE et 
l’entrée consécutive du virus dans le cerveau.   
 
Dans l’ensemble, les résultats de cette étude mettent en lumière l’importance du maintien de 
l’intégrité structurale et fonctionnelle des LSEC et des BMEC lors d’infections virales aigües 
par des MHV afin de limiter les dommages hépatiques associés à l’induction d’une réponse 
inflammatoire exagérée et de prévenir le passage des virus au cerveau suite à une 
dissémination par voie hématogène. Ils révèlent en outre un nouveau rôle aggravant pour le 
TLR2 dans l’évolution de l’hépatite virale aigüe ouvrant la voie à de nouvelles avenues 
thérapeutiques visant à moduler l’activité inflammatoire du TLR2. 
 
MOTS CLÉS : Coronavirus, virus de l’hépatite murine (MHV), hépatite aiguë, 
inflammation, réponse immune innée, cellules endothéliales des 
sinusoïdes hépatiques, cellules endothéliales des microvaisseaux 
cérébraux, IFN-, TLR2, cytokines, chimiokines, NK, NK-T, 
neutrophiles 
ABSTRACT 
 
Endothelial cells (EC) act as a physical barrier against invasion by pleiotropic blood borne 
viruses but their contribution in innate antiviral defense is poorly known. Dysfunctions in 
blood-brain barrier EC (BMECs) and liver sinusoidal EC (LSECs) have been reported in viral 
neuropathologies and hepatitis, suggesting that loss of ECs integrity may contribute to the 
pathogenesis. Mouse hepatitis coronaviruses (MHV), differing in their ability to induce severe 
to subclinical hepatitis and neurological diseases and / or their tropism for ECs, are relevant 
viral models to study the consequences of EC infection in viral pathogenesis. Following 
hematogenous infection, the MHV3 serotype, the most virulent MHV, induces fulminant 
hepatitis, characterized by severe inflammatory response, followed by neurological damage 
whereas the less virulent MHV-A59 serotype induces milder hepatitis but does not invade the 
central nervous system (CNS). In addition, MHV3, in contrast to MHV-A59, shows ability to 
induce TLR2-dependent cytokine response. The attenuated MHV3 variants, 51.6-MHV3 and 
YAC-MHV3, are characterized by a weak tropism for LSECs and induce moderated and 
subclinical hepatitis respectively. Given the importance of LSECs in hepatic tolerance and the 
elimination of circulating pathogens, it has been postulated that the severity of hepatitis and 
inflammatory response induced by MHVs correlates with infection and alterations in vascular 
and tolerogenic properties of LSECs. Hepatic inflammatory disorders may result from 
differential activation of TLR2, rather than other TLRs and helicases, according to serotypes. 
Moreover, given the role of BMECs in preventing CNS infections, it has been postulated that 
secondary cerebral invasion by coronaviruses is related to infection of BMECs and subsequent 
breakdown of the blood-brain barrier (BBB). Through in vitro and in vivo infections of 
isolated BMECs, LSECs or mice with the different MHVs, we demonstrated, first, that in vitro 
productive infection of LSECs by the highly virulent MHV3 serotype, in contrast to 51.6- et 
YAC-MHV3 variants, altered their production of vasoactive factors and overthrew their 
intrinsic tolerogenic properties by promoting inflammatory cytokines and chemokines 
production. These disturbances were reflected in vivo by an uncontrolled inflammatory 
response and a deregulation of intrahepatic leukocyte recruitment, favoring viral replication 
and liver damages. We demonstrated, using TLR2 KO mice and LSECs treated with siRNA 
 v 
for TLR2 that the abnormal inflammatory response induced by MHV3 depended in part on 
preferential induction and activation of TLR2 by the virus on the surface of hepatic cells. 
Moreover, the severity of the primary viral replication in the liver and disorders in intrahepatic 
leucocyte recruitment induced by MHV3, but not by MHV-A59 and 51.6-MHV3, correlated 
with a subsequent brain invasion at the BBB level. Such invasion was related to productive 
infection of BMECs and subsequent IFN--dependent disruption of tight junction proteins 
occludin, VE-cadherin and ZO-1, resulting in an increase of BBB permeability and further 
viral entry into the CNS. 
 
Overall, the results of this study highlight the importance of structural and functional integrity 
of LSECs and BMECs during acute viral infections by MHVs to limit liver damages 
associated with viral-induced exacerbation of inflammatory response and prevent brain 
invasion by MHVs following viral spread through the bloodstream. They also reveal a new 
worsening role for TLR2 in the evolution of acute viral hepatitis paving the way for new 
therapies targeting TLR2-induced inflammatory activity.  
 
KEY WORDS : Coronavirus, mouse hepatitis viruses (MHV), acute hepatitis, innate 
immune response, liver sinusoidal endothelial cells, brain microvascular 
endothelial cells, TLR2, IFN-cytokines, chemokines, NK, NK-T, 
neutrophils. 
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hi
), (D) macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells,  (E) (CD19+), (F) CD4 
(CD3+CD4+ ) and (G) CD8 (CD3+CD8+) were evaluated in livers from 
each group of infected mice and compared to mock-infected mice (control). 
*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001. ....................................................... 100 
Figure 17.  Transcription and/or expression of Caveolin-1, Fgl2 and IL-33 in the liver of 
MHV3-, 51.6-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice. Groups of 5 or 6 
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C57BL/6 (WT) were intraperitoneally infected with 1000 TCID50 (tissue 
culture infective dose 50%) of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 
48 or 72 h.p.i., livers were collected from mock- and virally-infected mice of 
each group. mRNA expression for (A) caveolin -1, (C) Fgl-2, and (D) IL-33 
genes was evaluated by qRT-PCR. Values represent fold change in gene 
expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT 
expression. (B) In situ expression of caveolin-1 and (F) IL-33 were 
determined by immunohistochemistry in livers of mock-, MHV3- and 51.6-
MHV3-infected mice at 48 h p.i.. Production levels of (E) IL-33were 
quantified by ELISA test at 72 h p.i. in the liver of each mouse. *P < 0·05; 
**P < 0·01; ***P < 0·001 when compared to mock-infected mice or to 
MHV3-infected mice. ................................................................................. 102 
Figure 18.  Mortality, hepatic damages and viral replication during MHV3-induced 
hepatitis in C57BL/6 (WT) and TLR2 KO mice.  I. A) Groups of 6 or 7 
C57BL/6 (WT) and TLR-2 KO mice were intraperitoneally (i.p.) infected 
with 1000 TCID50 (tissue culture infective dose 50%) of MHV3 particles. 
The percentages of surviving mice were recorded at various times post-
infection (p.i.). B-C) Serum samples from MHV3-infected WT and TLR-2
 
KO were assayed for AST and ALT activity from 24 to 72 h p.i. D-E) MHV3 
replication in livers of infected WT and TLR2 KO mice was determined by 
analysis of the nucleoprotein (MHV-N) RNA expression at 24 to 72 h p.i. by 
RT-qPCR, and values represent fold change in gene expression relative to 
mock-infected mice after normalization with HPRT expression. Viral 
titration (TCID50) in liver was done at 24 and 72 h p.i. II. Histopathological 
analysis was conducted on livers from mock- and MHV3-infected WT and 
TLR2 KO at 24, 48 and 72 h p.i. Results are representative of two different 
experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001) ................................ 122 
Figure 19.  Transcription levels of TLR-2, TLR-4, TLR-3, TLR-7 and helicases MDA-5 
and RIG-1 genes in the liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. 
Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and TLR2 KO mice were i.p. infected with 
1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were 
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collected and Toll-like receptors (TLR-2,-3,-4,-7) (A- D) and helicases 
(MDA5 and RIG-1) (E and F) mRNA fold changes were analyzed by qRT-
PCR. Values represent fold change in gene expression relative to mock-
infected mice (arbitrary value of 1) after normalization with HPRT 
expression. Results are representative of two different experiments. (*P < 
0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with respective mock-
infected mice or TLR2 KO compared to WT mice. N.D.: not done ........... 124 
Figure 20.   mRNAlevels and production of IFN- and inflammatory cytokines in the 
liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 
(WT) and TLR2 KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 
24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were collected. mRNA fold 
increases for IFN- IL-6 (C) and TNF- were evaluated by qRT-
PCR in livers of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values represent 
fold change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary 
value of 1) after normalization with HPRT expression.  Production levels of 
IFN-(B) IL-6 (D) and TNF-Fwere quantified by ELISA test at 72 h p.i. 
in livers. Results are representative of two different experiments. (*P < 0·05; 
**P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with respective mock-infected 
mice or TLR2 KO compared to WT mice (underlined)). ........................... 126 
Figure 21.  mRNA level and production of IL-33 or fibrinogen-like 2 (Fgl2) gene in the 
liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 
(WT) and TLR2 KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 
24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were collected.  I- mRNA 
expression for IL-33 (A) and Fgl2 (B) genes was evaluated by qRT-PCR in 
livers of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values represent fold 
change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 
1) after normalization with HPRT expression. II- Expression of IL-33 
determined by immunohistochemistry in livers of mock-infected (A) and 
MHV3-infected WT mice at 24, 48 and 72 h p.i.(B to D). Representative of 6 
mice by groups. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with 
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respective mock-infected mice or TLR2 KO compared to WT mice 
(underlined)). .............................................................................................. 128 
Figure 22.  Expression levels of CCL2, CXCL1 and CXCL10 in the liver of MHV3-
infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and TLR2 
KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 or 72 h 
p.i., livers from each group were collected. I.  mRNA expression for CXCL1 
(A), CCL2 (C) and CXCL10 (E) genes was evaluated by qRT-PCR in livers 
from MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values represent fold change 
in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) after 
normalization with HPRT expression.  Protein levels of CXCL1 (D), CCL2 
(E) and CXCL10 (F) in the liver were quantified by ELISA test at 72 h p.i. II. 
Expression of CXCL10, determined by immunohistochemistry, in livers of 
MHV3-infected WT (A) and MHV3-infected TLR2 KO (B) mice. 
Representative of 6 mice by groups. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 
when compared with respective mock-infected mice or TLR2KO compared 
to WT mice (underlined)). .......................................................................... 130 
Figure 23.  Analysis of intrahepatic mononuclear cells in livers of MHV3-infected WT 
and TLR2 KO mice. Intrahepatic mononuclear cells were isolated from 
groups of 6 mock-infected or MHV3-infected C57BL/6 and TLR2 KO mice 
at 24 and 48 h p.i., immunolabelled with NK1.1, CD3, Gr1, CD11b, CD19, 
CD4 and CD8 monoclonal antibodies and analyzed by cytofluorometry. A-
D) Percentages of NK-T (NK1.1+CD3+), NK (NK1.1+CD3-), neutrophils 
(Gr1
hi
 CD11b
hi
) and macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells were evaluated in 
livers from mock- and MHV3-infected WT (A) and TLR2 KO (C) mice. 
Percentages of B (CD19+), and CD4 (CD3+CD4+) and CD8 (CD3+CD8+) 
subpopulations of CD3+ NK1.1  cells were similarly analyzed (B and D). E-
H) Absolute numbers for each cell subset were calculated in using respective 
percentages reported to total number of isolated mononuclear cells in livers 
of mock- and MHV3-infected WT and TLR2 KO mice (*P < 0·05; **P < 
0·01; ***P < 0·001). ................................................................................... 133 
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Figure 24.  Hepatic damages, viral replication and IFN- production in the liver of 
C57BL/6 mice infected with the lower hepatotropic and TLR2-independent 
MHV-A59 strain. Groups of 6 to 7 C57BL/6 mice were i.p. infected with 
1000 TCID50 of MHV-A59 or MHV3. I- Histopathological analysis was 
conducted on livers from MHV-A59-infected mice at 24, 48 and 72 h p.i. (A 
to C). Extensive necrotic foci in MHV3-infected mice (D) compared with 
lower necrotic foci surrounded by inflammatory cells in liver from MHV-
A59-infected mice (E). II- Serum samples from MHV3- and MHV-A59-
infected mice were assayed for AST (A) and ALT (B) activity at 24 to 72 h 
p.i. C-D) Replication of MHV-A59 and MHV3 in livers of infected mice was 
determined by analysis of the nucleoprotein (MHV-N) RNA expression at 
24, 48 and 72 h p.i. by RT-qPCR, and by viral titration (TCID50) at 24 and 72 
h p.i.. E) mRNA fold increases for IFN- were analyzed in livers from 
MHV3- and MHV-A59-infected mice by qRT-PCR at 24, 48 and 72 h p.i. 
Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected 
mice (arbitrary value of 1) after normalization with HPRT expression. F) 
Protein levels of IFN- in the liver were quantified by ELISA test at 72 h p.i. 
(*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when MHV-A59 is compared to 
MHV3). ....................................................................................................... 135 
Figure 25.  mRNA levels of TLR-2, -4, -3, -7 and helicases MDA-5 and RIG-1 genes in 
the liver of MHV-A59-infected C57BL/6 mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 
mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV-A59. At 24, 48 or 72 h 
p.i., livers from each group were collected and Toll-like receptors (TLR-2, -3, 
-4, -7) and helicases (MDA5 and RIG-1) mRNA fold changes were analyzed 
by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative to 
mock-infected mice (arbitrary value of 1) after normalization with HPRT 
expression. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with 
mock-infected mice). .................................................................................. 136 
Figure 26. Inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a, alarmin IL-33, Fgl2, and 
chemokines CCL2, CXCL1 and CXCL10 higher decrease in the liver of 
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MHV-A59-infected mice compared to MHV3-infected mice. Groups of 6 or 
7 C57BL/6 mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3 or MHV-
A59. At 24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were collected. A-D) 
mRNA fold increases for IL-6 and TNF- genes (A and C) evaluated by 
qRT-PCR at 24, 48 and 72 h p.i., and cytokines levels (B and D), quantified 
by ELISA tests at 72 h p.i., were compared in livers from MHV3- and MHV-
A59-infected mice E-F) mRNA expression levels for IL-33 (E) and Fgl2 (F) 
were evaluated by qRT-PCR at 24, 48 and 72 h p.i in livers from MHV3- or 
MHV-A59-infected mice. G-L). mRNA expression levels for CCL2 (G), 
CXCL1 (I) and CXCL10 (K) were evaluated by qRT-PCR at 24, 48 and 72 h 
p.i in livers from MHV3- or MHV-A59-infected mice. Values represent fold 
change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 
1) after normalization with HPRT expression.  Protein levels of CCL2 (H), 
CXCL1 (J) and CXCL10 (L) were quantified in livers by ELISA test at 72 h 
p.i. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with respective 
mock-infected mice or MHV-A59- compared to MHV3-infected mice 
(underlined)). .............................................................................................. 139 
Figure 27. Analysis of intrahepatic mononuclear cells in the liver of MHV-A59-infected 
C57BL/6 mice.  Intrahepatic mononuclear cells were isolated from groups of 
6 mock-infected and MHV-A59-infected C57BL/6 mice at 24 and 48 h p.i., 
immunolabelled with NK1.1, CD3, Gr1, CD11b, CD19, CD4 and CD8 
monoclonal antibodies and analyzed by cytofluorometry. A) Percentages of 
NK-T (NK1.1+CD3+), NK (NK1.1+CD3-), neutrophils (Gr1
hi
 CD11b
hi
) and 
macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells were evaluated in the liver of infected 
mice. B) Percentages of B (CD19+), and CD4 (CD3+CD4+) and CD8 
(CD3+CD8+) subpopulations of CD3+ NK1.1  cells were similarly analyzed. 
C-D) Absolute numbers for each cell subset were calculated in using 
respective percentages reported to total number of isolated mononuclear cells 
in the liver (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with 
respective mock-infected mice). ................................................................. 140 
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Figure 28.  Brain invasion by hematogenous spread MHVs correlates with virulence. A) 
Groups of 6-7 mice were i.p. mock-infected (PBS) or infected with 1000 
TCID50 (tissue culture infective dose  50 %) of MHV3, MHV-A59 and 51.6-
MHV3 for 72 h and harvested brains were subjected to hematoxylin-eosin-
safranin staining for histopathological analyses; B-C) Viral detection of 
MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 at 72h p.i. in brain samples of infected 
mice determined by qRT-PCR analysis of the viral nucleoprotein (N) 
expression and viral titration (TCID50). Viral detection threshold is 1.6 TCID 
50 /ml (***P < 0·001) .................................................................................. 161 
Figure 29.   MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, induces BBB breakdown. 
Groups of 6-7 mice were i.p. mock-infected (PBS) or infected with 1000 
TCID50 of MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 for 72 h. A) Determination of 
BBB permeability assessed by sodium fluorescein (NaF) uptake 1 h prior to 
euthanasia. B-E) mRNA expression of occludin (B), ZO-1 (C), VE-cadherin 
(D) and claudin-5 (E) was evaluated in brain samples by qRT-PCR. Values 
represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice after 
normalization with HPRT expression. All samples were run in duplicate. F) 
Immunohistochemistry stainings of VE-cadherin, occludin and ZO-1 on brain 
sections of MHV3-, MHV-A59- and 51.6-MHV3-infected mice. (*P < 0·05; 
**P < 0·01; ***P < 0·001).......................................................................... 163 
Figure 30.  MHV3 exhibits higher tropism for BMECs than MHV-A59 and 51.6-MHV3. 
Mouse bEnd.3 immortalized brain microvascular endothelial cells (BMECs) 
were infected with MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1 A) 
Kinetics of MHV infections up to 8 days p.i. B) Metabolic activity of 
infected BMECs as determined by MTS-PMS colorimetric assay from 24 h 
to 72 h p.i. C) Role of CEACAM1a and TLR2 in MHV entry into BMECs, 
and D) Role of caveolin (CAV-1) and clathrin (CLT) in MHV endocytosis by 
BMECs. bEnd.3 cells were treated with specific siRNA to each molecule 
prior to infection for 24h and MHV nucleoprotein (N) mRNA expression was 
determined by qRT-PCR. All experiments were conducted in triplicate. 
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Results are representative of two or three independent experiments. (*P < 
0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001) ................................................................ 166 
Figure 31. MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, alters in vitro BMEC barrier 
integrity. An in vitro model of BBB was constructed using bEnd.3 cell 
monolayers grown on transwell inserts and cells were infected with MHV3, 
MHV-A59 or 51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1. A) Transendothelial electrical 
resistance (TEER), reflecting barrier integrity, was monitored from 24 to 
72 h. B-C) Evaluation of the paracellular permeability of bEnd.3 monolayers 
to NaF (B) or Evans blue (C) dye at 24 and 48 h p.i. Blank corresponds to 
maximal permeability (insert without cells) D) Determination of viral 
transmigration across the bEnd.3 monolayer. Viral titers were recorded in the 
basolateral chamber from 24 to 72 h p.i. Viral detection threshold is 1.6 
TCID50. All experiments were conducted in triplicate. Results are 
representative of two independent experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01) . 168 
Figure 32.  MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, alters tight junction expression 
on BMECs.  bEnd.3 cells were infected for 48h with MHV3, MHV-A59 and 
51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1 and mRNA expression levels of occludin (A), 
VE-cadherin (B), ZO-1 (C) and claudin-5 (D) were evaluated by qRT-PCR. 
Values represent fold change in gene expression relative to uninfected cells 
(CTRL) after normalization with HPRT expression. All samples were run in 
duplicate.  All experiments were conducted in triplicate. Results are 
representative of two independent experiments. E) Immunofluorescence 
stainings of the tight junctions (green) VE-cadherin, occludin, ZO-1 and the 
nucleus (blue) on uninfected (CTRL) and infected bEnd.3 cells. Images 
presented are from one representative experiment out of 3 independent 
experiments. (*P < 0·05)............................................................................. 169 
Figure 33. MHV3-induced breakdown of BMEC barrier does not depend on 
inflammatory factors. bEnd.3 cells were infected with MHV3, MHV-A59 
and 51.6-MHV3 at M.O.I of  0.1 and mRNA expression (A-C-E-G) and 
protein levels (B-D-F-H) of TNF-, IL-6, CCL2 and CXCL10 were 
evaluated by qRT-PCR and ELISA tests respectively at 24h p.i. All samples 
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were run in duplicate.  All experiments were conducted in triplicate. Results 
are representative of two independent experiments.  (*P < 0·05; **P < 0·01; 
***P < 0·001) ............................................................................................. 171 
Figure 34.  MHV3-induced breakdown of BMEC barrier is related to downregulation of 
barrier protective IFN- production by infected BMECs. A-B) bEnd.3 cells 
were infected with MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1 and 
mRNA (A) and protein expression (B) of IFN-was evaluated at 24h p.i. by 
qRT-PCR and ELISA tests respectively. All samples were run in duplicate.  
All experiments were conducted in triplicate. C-H) Evaluation of barrier 
integrity of bEnd.3 monolayers infected 48 h with MHV3, MHV-A59 and 
51.6-MHV3 at M.O.I of  0.1 in presence of recombinant IFN-
pg/mlor anti-IFN-monoclonal antibodies (1 ug/ml)CRecordings 
of TEER in infected bEnd.3cultures. D-E)Evaluation of the paracellular 
permeability of infected bEnd.3 monolayers to NaF (D) or Evans blue (E) 
dyes. F-H) mRNA expression levels of occludin, ZO-1 and VE-cadherin in 
bEnd.3 cells evaluated by qRT-PCR. Values represent fold change in gene 
expression relative to uninfected cells (CTRL) after normalization with 
HPRT expression. Results are representative of two independent 
experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001) ................................. 174 
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ABC             : Cassette liant l’ATP (ATP-binding cassette) 
ACE2           : Enzyme de conversion de l’angiotensine-2 (angiotensin-2 conversion enzyme) 
ADN            : Acide désoxyribonucléique 
ALT             : Alanine aminotransférase 
ANOVA      : Analyse de variance (Analysis of variance) 
AP-1            : Protéine activatrice 1 (activator protein 1) 
APC             : Allophycocyanine 
APC-Cy7     : APC- cyanine 7 
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ARNm         : Acide ribonucléique messager 
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AST             : Aspartate aminotransférase 
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BBB          : Blood brain barrier 
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BSA             : Albumine bovine sérique (Bovine serum albumin) 
BHE          : Barrière hémato-encéphalique 
°C                 : Degré Celsius 
CARD          : Domaine recrutant les caspases (caspase recruiting domain) 
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FITC             : Fluorescéine isothiocyanate 
g                    : Gramme 
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HRP              : Horseradish peroxidase 
HSC              : Cellule stellaire hépatique (hepatic stellar cell) 
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IFIT2            : IFN-induced proteins with tetratricopeptide repeats type 2 
IFN : Interféron 
Ig                  : Immunoglobuline 
IKK              : Kinase de l’inhibiteur de NF- B 
IL : Interleukine 
i.p.                : Intra-péritonéal 
IRAK            : Kinase associée au récepteur de l’IL-1 (IL-1R-associated kinase) 
IRF               : Facteur de régulation de l’interféron (Interferon regulatory factor) 
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JEV          : Virus de l’encéphalite japonaise (Japanese encephalitis virus) 
JNK              : Kinase c-Jun N-terminale (c-Jun N-terminal kinase) 
KC                : Cellule de Kupffer (Kupffer cell) 
kDa               : Kilodalton 
KO                : Knock-out 
LAT              : Transporteur d’acides aminées de type L (L-type amino acid transporter) 
LCMV          : Virus de la chorioméningite lymphocytaire (Lymphocytic choriomeningitis  
                        virus) 
LCR       : Liquide céphalo-rachidien 
LPS               : Lipopolysaccharide 
LSEC            : Cellule endothéliale sinusoïdale hépatique (Liver sinusoidal endothelial cell) 
M                  : Molaire 
MAL             : Adaptateur ressemblant à MyD88 (MyD88 adapter-like) 
MAPK          : Protéine kinase activée par des mitogènes (Mitogen-activated protein kinase) 
MAV            : Adénovirus murin (mouse adenovirus) 
MBL             : Lectine liant le mannose (mannose binding lectin) 
MCMV         : Cytomégalovirus murin (Murine cytomegalovirus) 
MCP-1          : Protéine chimiotactique des macrophages-1 (Macrophage chemoattractant  
                        protein-1) 
MDA-5         : Melanoma differentiation-associated protein 5 
MERS           : Syndrome respiratoire du Moyen-Orient (Middle East respiratory syndrome) 
MHV             : Virus d’hépatite murine 
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min                : Minute  
MIP               : Protéine inflammatoire macrophagique (macrophage inflammatory protein) 
ml                  : Millilitre  
mm                : Millimètre 
MMP             : Métalloprotéase matricielle (matrix metalloproteinase) 
m.o.i.             : Multiplicité d’infection (Multiplicity of infection) 
mRNA           : Messanger RNA 
MRP              : Protéine de résistance multiple (multi-resistance protein)  
MSRV           : multiple sclerosis-associated retrovirus 
MTS/PMS   : 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxyméthoxyphényl)-2-(4-sulfophényl)-  
2H- tétrazolium / phénazine méthosulfate 
MW                : Poids moléculaire (molecular weight) 
MyD88           : Facteur de différenciation myéloïde 88 (Myeloid differenciation factor 88) 
NaF                : Sodium Fluorescein 
NCAM           : Molécule d’adhésion cellulaire neuronale (neural cell adhesion molecule) 
NET               : Neutrophil extracellular traps 
NF-B            : Facteur nucléaire kappa B (Nuclear factor-kappa B) 
ng                   : Nanogramme 
NK                 : Cellule tueuse naturelle (Natural killer cell) 
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NO   : Oxyde nitrique 
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NSERC           : Conseil de recherches en sciences naturelles et en génie du Canada (Natural  
                          sciences and engineering research council of Canada) 
nsp                  : protéine non structurale (non-strucural protein)  
O.D.                : Densité optique (optical density) 
ORF                : Séquence à cadre de lecture ouvert (Open reading frame) 
PAMP    : Motif moléculaire associé aux pathogènes (« Pathogen associated molecular    
                          pattern ») 
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PAF               : Paraformaldéhyde  
PBMC           : Cellule mononuclée du sang périphérique (Peripheral blood mononuclear cell) 
PBS               : Tampon phosphate salin (phosphate buffered saline) 
PCR               : Réaction en chaîne par la polymérase (polymerase chain reaction) 
PD-L1            : Ligand de mort programmée 1 (Programmed death-ligand 1) 
PE                  : Phycoérythrine 
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endothelial cell adhesion molecule) 
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                         16) 
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RNA               : Ribonucleic acid 
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RIP1               : Receptor-interacting protein 1  
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RPM               : Rotation par minute 
RT                  : Température pièce (room temperature)  
SARS             : Syndrome respiratoire aiguë sévère (Severe acute respiratory syndrome) 
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SIDA              : Syndrome de l’immunodéficience acquise 
siRNA            : Petits ARN interférents (Small interfering RNA) 
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SNC               : Système nerveux central 
SR                  : Récepteur éboueur (scavenger receptor) 
SRAM            : Sarcophaga-derived Rel/Ankyrin molecule 
STAT             : Signal de transduction et d’activation de la transcription (Signal transducer and   
                         activator of transcription) 
TAB               : Protéine se liant à la kinase activée par le TGF- (TGF--activated kinase   
                      Binding Protein) 
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TEER            : Résistance électrique transendothéliale (transendothelial electrical resistance) 
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TLR              : Récepteur toll (Toll like receptor) 
TNF              : Facteur de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor) 
TNFR1         : Récepteur du TNF-1 
TRAF           : Facteur associé au récepteur du TNF (TNF receptor-associated factor) 
TRAIL          : Tumor necrosis factor–related apoptosis-inducing ligand 
TRAM          : Molécule adaptatrice associée à TRIF (TRIF-related adaptor molecule) 
Treg              : Cellule T régulatrice  
TRIF             : Adaptateur induisant l’interferon-β et contenant un domaine TIR (TIR- 
                        domain-containing adapter-inducing interferon-β) 
U                  : Unité 
g                 : Microgramme 
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l                  : Microlitre  
m                : Micromètre   
UTR             : Région non traduite (Untranslated region) 
VCAM         : Molécule d’adhésion des cellules vasculaires (Vascular cell adhesion molecule) 
VE-cadh       : Vascular endothelial cadherin 
VEGF           : Vascular endothelial growth factor   
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1-  INTRODUCTION 
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Les rôles des cellules endothéliales (EC) dans la réponse immune innée lors d’infections 
virales dans des organes immunoprivilégiés, tel le cerveau, ou immunotolérants, tel le foie ne 
sont que partiellement élucidés. Néanmoins, des atteintes au niveau de l’intégrité structurale et 
fonctionnelle des EC de la barrière hémato-encéphalique (BHE) et des EC des sinusoïdes 
hépatiques semblent reliées à la pathogénèse de plusieurs maladies inflammatoires d’origine 
infectieuse ou non telles que la sclérose en plaques et l’hépatite aiguë ou chronique. Les EC, 
par leur position anatomique, représentent une première barrière à l’invasion virale par voie  
hématogène du foie et du cerveau et pourraient constituer une première ligne de défense 
antivirale par leur capacité à produire des cytokines et des chimiokines et à favoriser le 
recrutement de cellules inflammatoires. Cependant, le rôle de ces cellules dans le contrôle 
antiviral précoce est peu connu et des effets protecteurs ou au contraire aggravants ont été 
rapportés dans différentes pathologies d’origine virale. Ces rôles opposés pourraient refléter  
l’hétérogénéité et la spécialisation fonctionnelle des EC selon leur origine tissulaire et la 
virulence et le tropisme des agents viraux en cause. Dans le cadre de ce travail, nous nous 
sommes intéressés à identifier les mécanismes impliqués dans les déficits structuraux et 
fonctionnels des EC cérébrales et des sinusoïdes hépatiques et leur conséquence sur la 
pathogénèse lors d’infections virales aiguës à l’aide du modèle d’infection par les coronavirus 
de l’hépatite murine (MHV), pour leur tropisme envers les EC et leur capacité à induire des 
hépatites et des maladies neurologiques. 
 
La revue de littérature sera orientée vers l’anatomie du SNC et la structure fonctionnelle du 
foie, ciblant plus précisément la structure et la fonction des EC cérébrales (BMEC) et des EC 
des sinusoides hépatiques (LSEC) et présentera les fondements théoriques sur lesquels 
s’appuie ce projet doctoral. La contribution des EC dans l’immmunité innée antivirale, avec 
une emphase sur le rôle des TLR comme senseurs viraux, ainsi que les atteintes structurales et 
fonctionnelles induites lors d’infections virales seront détaillées. Enfin, les caractéristiques 
générales des coronavirus et plus spécifiquement des sérotypes MHV utilisés dans cette étude 
de même que les neuropathologies et les hépatites qu’ils causent seront présentées. Fort de ces 
informations, les objectifs et hypothèses de recherche seront formulés puis validés sous la 
forme de trois articles dans la section résultats.  
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Au cours de cette thèse, il sera démontré pour la première fois l’importance des anomalies 
fonctionnelles et structurales des EC cérébrales et hépatiques dans l’invasion virale 
intracérébrale et la sévérité de l’hépatite induite lors d’infections par voie hématogène. Plus 
précisément, nous démontrerons que le sérotype fortement pathogène MHV3 provoque le bris 
de la barrière hémato-encéphalique en perturbant l’expression des protéines de jonctions des 
EC cérébrales facilitant son entrée dans le SNC. D’autre part, il sera démontré que l’infection 
par le MHV3 entraîne également un bris fonctionnel de la tolérance hépatique médiée par les 
EC sinusoïdales. Par ailleurs, l’importance de la production d’IFN- par les EC cérébrales et 
hépatiques dans la prévention de l’invasion virale du système nerveux central (SNC) et le 
contrôle précoce de l’infection virale dans le foie sera mise en évidence. Nous démontrerons 
également que la sévérité de l’hépatite induite par le MHV3 est associée en partie à une 
exacerbation de la réponse pro-inflammatoire (cytokines, chimiokines) conséquente à 
l’induction virale et l’activation du TLR2 dans le foie. L’importance de la virulence et du 
tropisme des MHV pour les EC cérébrales et hépatiques dans la pathogenèse sera démontrée à 
l’aide de plusieurs sérotypes de MHV et des virus variants du MHV3 présentant différents 
niveaux de pathogénicité et/ou de tropisme pour les EC.  
 
Enfin, une discussion générale établissant les liens entre les résultats présentés dans les 
différents articles ainsi que leurs contributions dans la compréhension des infections 
hépatiques et neurologiques humaines terminera cette thèse. 
 
.  
  
 
  
 
 
 
 
2-  REVUE DE LA LITTÉRATURE 
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2.1-  Les infections virales neurologiques 
 
2.1.1-  Structure du système nerveux central 
 
Le système nerveux central (SNC) comprend l’encéphale et la moelle épinière, respectivement 
protégés par la boîte crânienne et la colonne vertébrale, dans lesquels se situent des tissus 
nerveux, composés de neurones et de cellules gliales et vasculaires. La surface externe du 
SNC est enveloppée par trois membranes, les méninges, qui font office de protection. La plus 
externe de ces membranes, la dure-mère, recouvre l’arachnoïde et la pie-mère entre lesquelles 
circule, dans l’espace subarachnoïde, le liquide céphalo-rachidien (LCR) qui assure une 
protection mécanique contre les chocs et le transport des nutriments et des déchets dans le 
SNC (Fig. 1) (Jiménez et al., 2014). L’espace subarachnoïde contient aussi des macrophages, 
des cellules stromales et des vaisseaux sanguins qui traversent les méninges pour irriguer le 
parenchyme cérébral. Sous la pie-mère repose la glia limitans, un film protecteur formé de la 
lamina basale et de prolongements astrocytaires qui isolent les méninges du parenchyme 
cérébral sous-jacent, lequel contient les neurones et les cellules gliales (astrocytes, 
oligodendrocytes et microglie) (McGavern & Kang, 2011).  Les neurones assurent la 
transmission des influx nerveux alors que les cellules gliales, dix fois plus nombreuses, 
exercent des fonctions de soutien (Temburni & Jacob, 2001). Le maintien de l’homéostasie 
dans le SNC est primordial pour la protection des neurones post-mitotiques et est assuré par un 
système de barrières vasculaires qui contrôlent les échanges sang-cerveau et isolent le fragile 
parenchyme cérébral du système immunitaire systémique, des agents pathogènes et de leurs 
toxines. La plus importante de ces barrières est la barrière hémato-encéphalique (BHE), 
assurée par les cellules endothéliales non-fenestrées et munies de jonctions serrées qui bordent 
la majorité des vaisseaux sanguins irriguant le SNC (revue dans Daniels & Klein, 2015).  Une 
deuxième barrière sang-LCR, est localisée spécifiquement au niveau des plexus choroïdiens et 
est assurée par les jonctions serrées des cellules épendymales des 3
e
 et 4
e
 ventricules. Ces 
cellules forment, avec les vaisseaux sanguins fenestrés des plexus choroïdiens, des interfaces 
fonctionnelles servant à élaborer le LCR à partir des éléments sanguins (Czosnyka et al. 
2004). En régulant finement la composition du LCR par un pompage actif de certains ions, 
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particulièrement les ions Na+ et Cl-, les cellules épendymales établissent une concentration 
ionique dans le LCR compatible avec l’émission des influx nerveux (Jiménez et al., 2014). 
 
 
Figure 1. Anatomie et structures du SNC  
Le revêtement extérieur du cerveau est protégé par les méninges soient la dure-mère, 
l’arachnoïde et la pie-mère. Le liquide céphalo-rachidien circule entre l'arachnoïde et la pie-
mère à travers l'espace sous-arachnoïdien. Les méninges sont considérés comme faisant partie 
de la barrière hémato-encéphalique. La glia limitans située sous la pie-mère sépare les 
méninges du parenchyme cérébral qui contient les neurones, les astrocytes, les 
oligodendrocytes et les cellules microgliales (McGavern & Kang, 2011). 
       
2.1.2-  Neuropathologies causées par des infections virales du SNC 
 
Bien qu’il soit protégé par un système de barrières hautement sophistiquées, le SNC peut 
néanmoins être le siège d’infections par plusieurs types de microorganismes pathogènes. Les 
infections virales du SNC sont cependant les plus fréquentes, affectant plus d’un demi-million 
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d’individus chaque année, un nombre plus important que les infections bactériennes, 
fongiques, et protozoaires combinées (Romero & Newland, 2003). De fait, des membres d’au 
moins 11 familles de virus incluant des virus à génome ADN, des rétrovirus et des virus à 
génome ARN ont adopté des stratégies de contournement des barrières du SNC et peuvent être 
responsables de divers types de neuropathologies (Knipe & Howley, 2007). Selon le site 
d’introduction et le tropisme viral dans le SNC, l’infection peut entraîner une inflammation 
circonscrite à des régions anatomiques précises, telles que les méninges (méningite), le 
parenchyme de l’encéphale (encéphalite) ou de la moelle épinière (myélite), ou s’étendre à 
plusieurs régions simultanément (méningoencéphalite, encéphalomyélite) (revue dans 
Swanson & McGavern, 2015).  
 
La vaste majorité des méningites virales sont causées par des entérovirus humains (HEV) 
(Rotbart, 2000) et ciblent principalement les enfants (Michos et al., 2007). Cependant, 
plusieurs autres virus peuvent être responsables de méningites tels que le virus de la 
chorioméningite lymphocytaire (LCMV) (Skogland, 1939), les virus herpès simplex (HSV)-1 
et -2 (Olson et al., 1967) et le virus de l’immunodéficience humaine (HIV)-1 (Hollander & 
Stringari, 1987). Puisque la plupart des infections chez l’adulte se résorbent sans séquelles, les 
informations concernant ces pathologies sont plutôt rares. Cependant, des travaux effectués 
sur des souris infectées avec le LCMV par voie intracérébrale ont permis d’élucider quelques 
mécanismes conduisant à la pathogenèse de la méningite. Ceux-ci ont montré que le LCMV 
cible les cellules des plexus choroïdiens, les cellules épendymales et les cellules de l’immunité 
innée et entraîne une méningite fatale, caractérisée par une infiltration leucocytaire et une 
vasculopathie des méninges qui conduisait à la mort des souris en 6–7 jours (Kang & 
McGavern, 2008; Kim et al., 2008). La mortalité est associée en partie à une réponse 
antivirale cytotoxique T CD8+ et à la présence de chimiokines dans les méninges qui 
favorisent une extravasation de monocytes et de neutrophiles et l’ouverture des jonctions 
serrées de l’endothélium, conduisant finalement à un œdème cérébral fatal (Kim et al., 2008).  
 
Certains virus qui infiltrent le parenchyme cérébral peuvent provoquer des encéphalites ou  
des méningo-encéphalites résultant en des céphalées, des convulsions et des désordres 
neurologiques importants (ataxie, coma). Les infections par les HEVs (ex. EV71, poliovirus) 
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représentent une cause importante d’encéphalites à travers le monde et la pathogenèse est 
principalement reliée aux effets cytopathiques viraux (apoptose) sur les neurones (Kuo et al., 
2002). Les virus de l’encéphalite japonaise (JEV) et West Nile (WNV), de la famille des 
Flaviviridae, présentent aussi des propriétés cytolytiques pour les neurones et sont une cause 
d’encéphalites, respectivement chez les enfants et les adultes (Chambers & Diamond, 2003). 
Cependant, à la différence des infections par les HEV, la réponse inflammatoire subséquente à 
l’infiltration leucocytaire dans le SNC et à la production de cytokines et d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS) par les neurones infectés contribuent aussi à la pathogénèse (Chao et al., 
1995; German et al., 2006; Kumar et al., 2010). D’autres virus comme le HIV-1 et le virus de 
la rage ne sont pas directement cytopathiques mais causent des encéphalites par des 
mécanismes indirects qui aboutissent à des dysfonctions neuronales. Près de 50% des patients 
infectés par le HIV-1 présentent des complications neurologiques (Heaton et al., 2010), mais 
la pathophysiologie impliquée est encore peu connue. Il a été suggéré que la production de 
cytokines inflammatoires et de ROS par les macrophages périvasculaires et la microglie 
infectés favorisaient un environnement neurotoxique (Burdo et al., 2013; Kaul et al., 2001). 
L’infection par le virus de la rage se traduit dans 80% des cas par une encéphalite, mais 
contrairement à celle induite par le HIV-1, l’immunopathologie ne serait pas en cause et 
impliquerait plutôt une dégénérescence des dendrites et des axones des neurones sans affecter 
leur viabilité (Jackson, 2015; Scott et al., 2008). Enfin, l’encéphalite peut aussi survenir suite à 
des infections virales persistantes du SNC. Par exemple, le virus herpès simplex (HSV)-1, qui 
persiste sous forme latente dans le ganglion trijumeau suite à une infection primaire, est 
responsable de 90% des cas d’encéphalites causées par les HSV. Les mécanismes 
pathophysiologiques sont peu connus mais des données histologiques montrent des 
infiltrations inflammatoires périvasculaires et des neurones infectés et phagocytés par la 
microglie (Aurelius et al., 1993; Hatanpaa & Kim, 2014). Le virus de la rougeole peut aussi 
établir une infection persistante dans le SNC et être à l’origine de la panencéphalite 
sclérosante subaiguë. Celle-ci se traduit d’abord par des désordres cognitifs puis des 
complications neurologiques et le coma (Griffin, 2014) conséquents à une infection des 
neurones et des cellules gliales combinée à une  infiltration leucocytaire (Anlar et al., 2001; 
Esiri et al., 1982). 
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Quelques virus neurotropes, tels que le WNV et le poliovirus, peuvent aussi migrer depuis des 
neurones périphériques vers le parenchyme de la moelle épinière et causer une myélite dont 
les effets cytopathiques sur les motoneurones peuvent conduire à une paralysie flasque aiguë 
(Leis et al., 2003; Samuel et al., 2007; Swanson & McGavern, 2015).  
 
2.1.3-  Mécanismes d’entrée des virus dans le SNC 
 
Plusieurs mécanismes peuvent être exploités par les virus neurotropes pour envahir le SNC 
mais ils se résument à deux modes d’entrée principaux: l’entrée directe via la circulation 
sanguine ou l’entrée indirecte via l’infection des nerfs périphériques (revue dans Swanson & 
McGavern, 2015). Bien que la majorité des virus aient une préférence pour l’une ou l’autre de 
ces voies d’entrées, certains peuvent exploiter les deux. 
 
L’entrée virale indirecte dans le SNC implique l’infection de neurones sensitifs et moteurs 
dont les projections axonales périphériques s’étendent au-delà des barrières du SNC. 
L’expression différentielle de récepteurs viraux par ces neurones détermine le tropisme d’un 
virus neurotrope pour un type de neurone particulier. Par exemple, la liaison du poliovirus au 
récepteur viral CD155 et du virus de la rage à la molécule d’adhésion neuronale (NCAM) 
exprimés sur les motoneurones de la jonction neuromusculaire servent de point d’entrée vers 
le SNC pour ces virus (Salinas et al., 2010). Le virus HSV-1 migre quant à lui vers le SNC via 
l’infection de neurones sensitifs de la peau ou de neurones olfactifs exprimant le récepteur 
viral Nectin-1 (Mata et al., 2001; Mori et al., 2005). Suivant l’infection des neurones 
périphériques, les virus détournent alors le système de transport axonal rétrograde à leur 
avantage pour remonter, depuis les boutons synaptiques situés en périphérie, vers le corps 
cellulaire du neurone situé dans le SNC (Hsieh et al., 2010; Salinas et al., 2010). 
 
La majorité des virus exploitent cependant les systèmes de barrières cérébrales pour atteindre 
directement le SNC après avoir gagné la circulation sanguine systémique. C’est le cas des 
virus inhalés, comme le virus de la rougeole ou l’influenza, des virus ingérés comme les HEV 
ou encore des virus introduits directement dans le sang suite à une piqûre d’insecte (WNV, 
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JEV) ou un rapport sexuel (HIV-1) (revue dans Swanson & McGavern, 2015). Ces virus ont 
développé une ou plusieurs stratégies pour contourner la BHE et la barrière sang-LCR. Par 
exemple, il a été montré que la présence de capillaires fenestrés et d’une barrière sang-LCR 
moins étanche au niveau des plexus choroïdiens étaient des éléments exploités par certains 
virus, comme le cytomégalovirus, pour pénétrer le SNC (van Den Pol et al., 1999). D’autres 
virus, tels que l’adénovirus murin (MAV)-1, le poliovirus ou le WNV peuvent traverser 
l’endothélium vasculaire de la BHE en infectant les cellules endothéliales (passage 
transcellulaire) leur permettant un accès rapide et direct au SNC (Coyne et al., 2007; Gralinski 
et al., 2009; Verma et al., 2009). Dans plusieurs cas, comme lors d’infections par les virus 
HIV-1, JEV ou WNV,  l’intégrité structurale de la BHE peut être compromise par l’induction  
locale de cytokines (IL-1, TNF-), de chimiokines (CCL2, CXCL10) ou de métalloprotéases 
(MMP-2, MMP-9) qui perturbent les jonctions serrées de l’endothélium favorisant le passage 
paracellulaire des virus vers le SNC (revue dans Daniels & Klein, 2015). Un dernier mode 
d’entrée virale ferait intervenir un mécanisme nommé « cheval de Troie » dans lequel des 
leucocytes infectés transporteraient le virus passivement au travers de la BHE (Spindler & 
Hsu, 2012).  Ce mécanisme d’entrée serait privilégié par le HIV-1 qui serait véhiculé par des 
monocytes infectés transitant vers le SNC (Alexaki & Wigdahl, 2008). L’infiltration de ces 
monocytes au travers de la BHE serait associée à un renouvellement des populations de 
macrophages périvasculaires et/ou serait la conséquence d’une altération de la perméabilité 
vasculaire résultant de l’induction de CCL2 et de MMP-9 par l’infection virale (Ancuta et al., 
2006; Roberts et al., 2010). 
 
2.2-  La barrière hémato-encéphalique (BHE) 
 
Étant donné que la BHE constitue en superficie la principale interface entre la circulation 
sanguine périphérique et le SNC (1000 fois plus importante que la barrière sang-LCR), il n’est 
pas surprenant que la plupart des virus neurotropes hématogènes aient adopté des stratégies 
d’invasion de cette barrière. Néanmoins, par ses fonctions régulatrices et d’exclusion, la BHE 
permet d’isoler le parenchyme cérébral des variations quotidiennes de la composition 
chimique sanguine et de la majorité des agents pathogènes systémiques afin de garantir un 
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environnement propice à l’homéostasie dans le SNC (Hawkins & Davis, 2005). Le bris de la 
BHE, résultant de causes infectieuses ou non-infectieuses, peut donc être à l’origine de 
perturbations neurologiques importantes. Les propriétés fonctionnelles uniques de cette 
barrière sont directement en lien avec sa structure. 
 
2.2.1-  Structure et fonction de la BHE 
 
Les grandes artères pénétrant le SNC se ramifient en petites artères puis en artérioles 
composées d’une monocouche de cellules endothéliales entourée de péricytes et d’un nombre 
variable de couches de cellules musculaires lisses (Larochelle et al., 2011). Plus profondément 
au niveau des microvaisseaux (capillaires et veinules post-capillaires), la membrane basale des 
EC fusionne avec celle du parenchyme cérébral entre lesquelles sont intégrés des péricytes. 
Des prolongements astrocytaires s’imbriquent dans la membrane basale du parenchyme pour 
former la glia limitans qui recouvre complètement la surface abluminale de l’endothélium 
microvasculaire (Fig. 2a). C’est précisément à cette structure particulière des microvaisseaux 
cérébraux que renvoie le terme de BHE (Bechmann et al., 2007). Les péricytes, reliés 
fonctionnellement aux cellules musculaires lisses, protègent les EC de l’apoptose et stabilisent 
l’endothélium vasculaire alors que les astrocytes, par la production de facteurs de croissance, 
sont responsables de l’acquisition et du maintien de l’intégrité de la BHE  (Pulzova et al., 
2009). Le fonctionnement optimal du SNC nécessite un environnement ionique et biochimique 
particulier qui doit être maintenu dans un spectre très étroit de concentrations pour ne pas 
perturber la physiologie neuronale. Alors que les composants moléculaires du sang diffusent 
normalement au travers de l’endothélium par la voie paracellulaire pour entrer dans la plupart 
des organes, l’endothélium de la BHE régule plus strictement l’accès des composants sanguins 
au SNC par un transport transcellulaire obligatoire. Plus spécifiquement, la BHE régule 
finement l’entrée des ions Na+, K+ et Ca++ et le transport des molécules hydrophiles, 
facilitant l’entrée des nutriments requis (ex. glucose) et  excluant l’afflux de molécules 
potentiellement nocives (Abbott et al., 2006). La BHE procure aussi une protection 
significative contre l’invasion virale du SNC puisque plusieurs virus inoculés en périphérie ne 
peuvent induire une neuropathologie que lorsque la BHE est perturbée mécaniquement ou 
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chimiquement (Hase et al., 1990; Kobiler et al., 1989; Lustig et al., 1992). Ces propriétés 
uniques sont attribuables aux caractéristiques spécifiques des cellules endothéliales des micro-
vaisseaux cérébraux (BMEC). 
 
2.2.2-  Caractéristiques des cellules des micro-vaisseaux cérébraux (BMEC) 
 
Les BMEC sont des cellules hautement spécialisées avec des caractéristiques structurales et 
fonctionnelles uniques qui les distinguent des EC de la périphérie. L’absence de fenestrations, 
la présence d’une membrane basale continue et d’un complexe unique de jonctions 
intercellulaires sont des modifications propres aux BMEC qui sont à l’origine de l’étanchéité 
remarquable de cette barrière (de Boer & Gaillard, 2006). Ces cellules sont soudées les unes 
aux autres par un assemblage de protéines d’adhérence, composé de cadhérines 
transmembranaires liées au cytosquelette par des caténines, et de protéines de jonctions serrées 
telles que les claudines et occludines, qui s’ancrent aux filaments d’actine cytoplasmiques via 
des molécules adaptatrices de type zona occludens (ZO) (Fig. 2b) (Spindler & Hsu, 2012). 
L’expression des jonctions serrées peut être influencée à la hausse par les glucocorticoïdes et 
l’IFN-ou encore à la baisse par des facteurs inflammatoires (cytokines, chimiokines, ROS) 
(de Boer & Gaillard, 2006). Les jonctions jouent un rôle majeur dans l’établissement d’une 
polarité au niveau des surfaces apicale et basolatérale des BMEC. En effet, en restreignant le 
mouvement des petits ions, tels les ions sodium (Na+) et chlore (Cl-), il en résulte une 
résistance électrique transendothéliale plus de 50 fois supérieure à celle des endothéliums 
périphériques contribuant à restreindre la perméabilité paracellulaire à des solutés polaires et 
chargés (Abbott et al., 2006; Pulzova et al., 2009).  
 
En outre, les BMEC sont dotées d’un important système de transporteurs et de canaux 
ioniques situés sur les faces luminale et abluminale qui régulent l’entrée sélective des ions et 
des nutriments essentiels comme le glucose (transporteur GLUT-1) et les acides aminés 
(transporteur LAT-1). L’énergie nécessaire à ces systèmes de transports actifs est assurée par 
un contenu très élevé en mitochondries (Pulzova et al., 2009). L’entrée de peptides et de 
protéines dans le SNC est généralement exclue par le complexe de jonctions serrées, mais 
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quelques protéines comme l’insuline et la transferrine sont transportées de manière spécifique 
via l’endocytose par récepteurs interposés (Pulzova et al., 2009). Afin de protéger le SNC de 
l’action délétère des xénobiotiques et des toxines dérivées de pathogènes, les BMECs 
expriment plusieurs pompes d’efflux telles que les transporteurs ABC (ATP-binding cassette), 
par exemple la  P-glycoprotéine (ABCB1), et les protéines de résistance multidrogue (MRP1–
6). De plus, des enzymes métaboliques telles que la monoamine oxidase et le cytochrome 
P450 (1A et 2B) inactivent plusieurs composés neuroactifs et toxiques (Abbott et al., 2006). 
Enfin, en comparaison avec les endothéliums périphériques, l’endothélium cérébral présente 
aussi de faible capacité de pinocytose ce qui contribue à restreindre le passage non-spécifique 
de molécules à travers la BHE (Larochelle et al., 2011).  
 
 
Figure 2. Structure de la BHE et des jonctions endothéliales 
A) La BHE est composée d’une monocouche de EC soutenue par une membrane basale 
étroitement associée à la glia limitans, elle-même formée d’une membrane basale et de 
prolongements terminaux d’astrocytes. Des péricytes sont aussi associés à la surface 
abluminale des cellules endothéliales. B) Les EC sont soudées les unes aux autres par un 
ensemble complexe et unique de protéines de jonctions intercellulaires qui confèrent 
l’étanchéité à la BHE. Abbréviations: JAMs, junctional adhesion molecules; ESAM, 
endothelial cell-selective adhesion molecule; CAR, Coxsackie and adenovirus receptor; ZO, 
zona occludens. (Spindler & Hsu, 2012) 
A 
B 
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2.2.2.1-  Rôle des BMEC dans l’immunité innée 
 
Dépourvu d’un système lymphatique, l’intégrité du SNC dépend exclusivement d’un système 
de défense innée (microglie, macrophages périvasculaires), alors qu’une réponse adaptive est 
seulement orchestrée dans des conditions spécifiques (Lampron et al., 2013). En effet, en 
condition physiologique, les lymphocytes périphériques sont généralement exclus du SNC par 
l’étanchéité des jonctions serrées de la BHE et la faible expression de molécules d’adhésion à 
la surface des EC, ces dernières étant maintenues dans un état immunologiquement quiescent 
(Couraud, 1994). Cette exclusion particulière des lymphocytes s’explique par la faible 
capacité régénérative du tissu nerveux où des lésions aux neurones post-mitotiques, 
conséquentes à une réponse immune adaptative intracérébrale, seraient plus dommageables 
qu’en périphérie (Holman et al., 2011). Bien que le SNC fût longtemps considéré comme un 
site immunologiquement privilégié, les recherches récentes tendent plutôt à le définir comme 
un site immunologiquement spécialisé (Holman et al., 2011). 
 
Étant donné leur localisation à la surface luminale de la BHE, les EC sont les premières 
cellules en contact avec les agents pathogènes circulants. Ainsi, en plus de restreindre l’accès 
au SNC à une forte majorité d’agents pathogènes par leurs jonctions intercellulaires, elles 
peuvent constituer aussi une première ligne de défense innée par l’expression fonctionnelle de 
plusieurs récepteurs de reconnaissance de pathogènes (PRRs), particulièrement les récepteurs 
de type Toll (TLR)-2, -3, -4, -6 et -9  (Lampron et al., 2013). L’activation de ces senseurs par 
des ligands bactériens (ex. LPS) ou viraux (ex. ARN ou ADN viral) est à l’origine de la 
production d’une variété de cytokines et chimiokines par les BMEC dont l’IL-1, -6, -8 
(CXCL1), MCP-1 (CCL2) et le TNF- (Verma et al., 2006). Plus précisément dans le cas 
d’infections virales, il a été rapporté que l’infection des BMEC par le virus de la Dengue 
activait la production de cytokines inflammatoires suite à la détection virale par l’hélicase 
RIG-I (da Conceição et al., 2013). Cependant, l’infection des BMEC ne semble pas toujours 
nécessaire à l’induction de cytokines. En effet, il a récemment été démontré que la protéine 
d’enveloppe du MSRV (multiple sclerosis-associated retrovirus), un rétrovirus humain 
endogène appartenant à la famille W isolé de patients atteints de la sclérose en plaque, 
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stimulait la production d’IL-6 et d’IL-8 en se liant au TLR4 (Duperray et al., 2015). Les 
BMEC seraient aussi capables de contrôler l’infection virale et de prévenir l’entrée de virus 
dans le SNC. En fait, il a été rapporté que la réplication du HIV-1 dans les BMEC est abrogée 
par l’activation du TLR3 et la production subséquente d’IFN- (Li et al., 2013) et que la 
production d’IFN- par les BMEC suite à l’infection par le WNV favorisait le maintien de 
l’intégrité des jonctions serrées empêchant le transit du virus au travers de la BHE (Daniels et 
al., 2014). Une fois activées, les BMEC augmentent aussi leur expression de molécules 
d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1 et E-sélectine-1) favorisant alors l’entrée de cellules 
inflammatoires dans le SNC. Les conséquences de l’infiltration leucocytaire dans le SNC 
peuvent favoriser l’élimination virale ou, au contraire, aggraver les lésions cellulaires, selon la 
nature de l’agent viral en cause et de la pathologie (Lampron et al., 2013). Par exemple, il a 
été rapporté que lors d’infections par le virus de la rage et le WNV, l’infiltration leucocytaire 
favorisait l’élimination virale et la survie (Chai et al., 2014; Klein et al., 2005). Au contraire, 
lors d’infection par le HIV-1, le recrutement de monocytes est associé à la production de 
facteurs inflammatoires neurotoxiques qui aggravent la neuropathie (Williams et al., 2014) 
 
2.2.2.2-  Dysfonctions des BMEC induites lors d’infections virales 
 
Bien que la production de cytokines et de chimiokines par les BMEC en réponse à la détection 
virale puissent favoriser une défense innée antivirale, elle peut aussi être à l’origine d’un bris 
de la BHE. En effet, plusieurs médiateurs inflammatoires sont reconnus pour perturber 
l’expression et la phosphorylation des protéines de jonction avec,  pour conséquence, une 
augmentation de la perméabilité de la BHE. Tel que mentionné précédemment, ce mécanisme 
permet à plusieurs virus neurotropes de franchir la BHE. Les cytokines IL-6, TNF-, IL-1, 
IFN- et les chimiokines CCL2 et CXCL10 induites lors d’infection virales par les virus HIV-
1, JEV, WNV et le virus de la rage sont responsables d’une altération de l’expression de 
protéines de jonction  telles que la claudine-5, l’occludine et la ZO-1(Chen et al., 2014; 
Daniels & Klein, 2015; Spindler & Hsu, 2012). Les mécanismes moléculaires sous-jacents 
sont peu connus mais il a récemment été rapporté que l’IL-6 produite par les BMEC infectées 
par le JEV activait l’ubiquitine-protéine ligase E3 qui ciblait la dégradation de la ZO-1 (Chen 
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et al., 2014). Aussi, le TNF- et l’IL-1 induits lors d’infection par le virus WNV stimulaient 
la signalisation par la RhoA GTPase kinase qui altérait l’expression de la claudine-5 et de la 
ZO-1 (Daniels et al., 2014). La Rho kinase serait aussi impliquée dans la phosphorylation et 
l’ouverture des protéines de jonction occludine et claudine-5 chez les BMEC infectées par le 
HIV-1 (Persidsky et al., 2006). D’autres virus perturbent les jonctions serrées, le cytoquelette 
d’actine ou encore la lamina basale des BMEC en stimulant la production de métalloprotéases 
(MMP) par les BMEC ou d’autres cellules connexes (ex. microglie, astrocytes). Par exemple, 
il a été rapporté que les virus HIV-1 et  HSV-1 induisaient la production de MMP-2 et MMP-
9, responsables de l’altération des protéines de jonction et/ou de la membrane basale 
(laminine) (Spindler & Hsu, 2012). Récemment, il a aussi été démontré que l’infection des 
BMEC par les entérovirus induisait la destruction du cytosquelette d’actine et d’importants 
réarrangements du réseau cytoplasmique des membranes et des mitochondries (Volle et al., 
2015).  Dans quelques cas, l’altération structurale des BMEC peut être attribuée à l’infection 
virale elle-même ou à des produits viraux. Par exemple, l’infection des BMEC par le MAV-1 
est associée à une importante modification  microvasculaire et à une diminution de 
l’expression d’occludine et de claudine-5 indépendamment des facteurs inflammatoires 
(Gralinski et al., 2009). D’autre part, les protéines virales gp120 et Tat du HIV-1 peuvent 
induire la libération d’enzymes protéolytiques et diminuer l’expression des claudine-5, 
occludine et/ou ZO-1 par des mécanismes impliquant la dégradation protéosomale ou la 
signalisation par les protéines RhoA et Ras (Avraham et al., 2004; Xu et al., 2012; Zhong et 
al., 2008). 
 
2.3-  Les infections virales hépatiques 
 
Le foie est aussi l’objet d’infections par différents virus qui ciblent préférentiellement ou non 
les hépatocytes et qui se traduisent par une inflammation hépatique et des dommages 
tissulaires et fonctionnels. L’infection se caractérise par une phase aiguë de l’hépatite qui se 
résorbe le plus souvent spontanément mais qui, dans certains cas, peut progresser vers une 
phase chronique et aboutir à une fibrose, une cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire. 
L’évolution de l’hépatite dépend à la fois de l’agent viral en cause et de l’efficacité des 
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réponses immunes engagées dans le foie (Ishibashi et al., 2009). À ce jour, aucun récepteur 
viral retrouvé exclusivement sur les hépatocytes ou dans le foie n’a été mis en évidence, si 
bien que l’hépatotropisme résulterait principalement des propriétés fonctionnelles et 
anatomiques particulières du foie. En effet, la combinaison du microenvironnement hépatique 
immunotolérant et des capacités de transcytoses exceptionnelles des cellules non-
parenchymales hépatiques, prédispose le foie à des infections par des pathogènes circulants  
exploitant ces fonctions à leur avantage (Protzer et al., 2012).  
 
2.3.1-  Structure et fonctions du foie 
 
Le foie est l’organe le plus volumineux du corps humain (± 1,5 kg). Il joue un rôle majeur 
dans le métabolisme des protéines par la désamination, des glucides via la synthèse et 
l’entreposage du glycogène et la néoglucogenèse, et des lipides par la synthèse du cholestérol. 
Le foie assure aussi la production de la bile, la détoxification des xénobiotiques et 
l’élimination des produits bactériens dérivés de la flore intestinale (revue dans Protzer et al., 
2012). Au niveau structural et tissulaire, le foie se divise en cinq systèmes: le système 
vasculaire, les lobules hépatiques, le système réticulo-endothélial, le système biliaire et le 
stroma. Le parenchyme hépatique est organisé en unités fonctionnelles répétitives, les lobules 
hépatiques, qui consistent en un arrangement hexagonal d’hépatocytes alignés autour d’une 
veine centrale. Chaque lobule est irrigué à son extrémité par une triade porte composée d’un 
conduit biliaire et des ramifications de la veine porte hépatique et de l’artère hépatique 
(Hoehme et al., 2010; Kowalewska et al. , 2011) (Fig. 3A). La vascularisation du foie est plus 
importante que celle de tout autre organe (Abdel-Misih & Bloomston, 2010) et son 
approvisionnement sanguin est unique de par sa double circulation sanguine. En effet, chaque 
lobule hépatique reçoit à la fois du sang oxygéné acheminé par l’artère hépatique et du sang 
désoxygéné, très riche en nutriments, apporté par la veine porte hépatique en provenance du 
système digestif (Fig. 3A). Les sangs artériel et portal se mélangent ensuite dans des micro-
vaisseaux caractéristiques, les sinusoïdes, qui sont bordés par des EC uniques et où cohabitent 
différentes sous-populations immunes lymphoïdes (ex. cellules NK) et myéloïdes (ex. cellules 
de Kupffer (KC)) qui participent à l’élimination précoce des antigènes et des agents 
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microbiens (Fig. 3B). Le sang est ensuite drainé par la veine hépatique centro-lobulaire vers la 
veine centrale qui ramène le sang vers la veine cave inférieure pour rejoindre la circulation 
systémique (Abdel-Misih & Bloomston, 2010; Ishibashi et al., 2009; Nemeth et al., 2009). 
Cette double circulation combinée à l’architecture lobulaire complexe du foie assurent le 
passage obligatoire des nutriments, toxiques et produits microbiens dérivés du système digestif 
vers le foie et une surface d’échange maximale entre le sang et les cellules hépatiques.   
 
2.3.2-  L’ambivalence immunitaire du foie : tolérance versus immunité 
 
Situé au carrefour des circulations systémique et porte, le foie est exposé à une charge 
antigénique permanente, tels que les antigènes alimentaires, les produits bactériens dérivés du 
microbiote intestinal (ex. LPS) et les pathogènes circulants. Conséquemment, le foie doit 
constamment discriminer les antigènes d’origine alimentaire devant être considérés comme 
inoffensifs de ceux pouvant être exprimés par des agents pathogènes afin d’établir la réponse 
appropriée au maintien de l’homéostasie hépatique. En d’autres termes, il doit, d’une part, 
favoriser la tolérance aux antigènes intestinaux afin de protéger le parenchyme hépatique des 
conséquences délétères que susciterait l’activation soutenue d’une réponse inflammatoire non 
désirée et, d’autre part, permettre une immunité innée rapide et efficace contre les agressions 
virales ou autres (Thomson & Knolle, 2010). Ces exigences antagonistes sont assurées par des 
populations cellulaires hépatiques uniques qui combinent souvent des fonctions régulatrices et 
immunes et qui peuvent agir, pour certaines, comme cellules présentatrices d’antigènes (CPA) 
dans des niches anatomiques distinctes.  
 
2.3.3-  Fonctions des cellules hépatiques 
 
Le foie est composé de plusieurs types cellulaires différents se catégorisant essentiellement en 
deux populations distinctes : les cellules parenchymateuses (hépatocytes), les plus 
nombreuses, et les cellules non parenchymateuses (NPC) (EC, cellules stellaires, de Kupffer, 
cellules dendritiques et lymphocytes) localisées dans les sinusoïdes hépatiques ou le 
parenchyme (Fig. 3B) (Ishibashi et al., 2009).  
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Figure 3. Structure d’une portion d’un lobule hépatique et d’un sinusoïde 
A) Le sang de l’artère hépatique (HA) et celui de la veine porte hépatique (PV) acheminés au 
niveau de la triade porte des lobules hépatiques se mélangent dans les sinusoïdes (S), bordées 
par les cellules endothéliales sinusoïdales (SEC), puis est drainé par la veine centrale (CV). La 
bile produite par les hépatocytes (H) est recueillie par les conduits biliaires (BD). B) Les 
sinusoïdes sont peuplés de cellules résidentes, telles que les cellules stellaires (HSC) qui 
résident dans l’espace de Disse, et des cellules de Kupffer (KC) et tueuses naturelles (NK) 
intraluminales. Des neutrophiles (N) sont recrutés dans les sinusoïdes lors d’une réponse 
inflammatoire hépatique. (Kowalewska et al., 2011) 
 
2.3.3.1-  Les hépatocytes 
 
Les hépatocytes constituent les principales cellules du foie, représentant 70% des cellules 
totales et 80% du volume hépatique (Fig. 3B), et assurent la majorité des fonctions 
métaboliques hépatiques telles que la néoglucogenèse, la glycogenèse, la détoxification et la 
production de la bile (revue dans Protzer et al., 2012). Les hépatocytes jouent également un 
rôle prépondérant dans l’immunité innée locale et systémique. En effet, en réponse aux 
cytokines inflammatoires produites lors d’une infection, ils sécrètent d’importantes quantités 
de protéines de la phase aiguë telles que la protéine C-réactive (CRP), les lectines liant le 
A 
B 
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mannose (MBL)) et les composants du complément (Liaskou et al., 2012). Ils sont aussi 
d’importants producteurs d’une variété de cytokines et de chimiokines, dont l’IL-6, le TNF-, 
le CCL2, le CXCL1, et le CXCL10 qui peuvent contribuer à la pathophysiologie et/ou au 
processus de réparation lors de pathologies hépatiques (Dong et al., 1998; Saiman & 
Friedman, 2012). Les hépatocytes constituent la cible cellulaire majeure de plusieurs virus 
hépatotropes mais des données récentes leur attribuent aussi un rôle actif dans la défense innée 
antivirale. En effet, il a été démontré que les hépatocytes exprimaient les TLR1–9 et 
répondaient activement aux ligands TLR2 et TLR4 par la production de cytokines, et 
libéraient des interférons (IFN) de type I en réponse à une stimulation du TLR3 et de 
l’hélicase RIG-I (Nakamoto & Kanai, 2014; Preiss et al., 2008; Wu et al., 2009). Il a aussi été 
rapporté que les hépatocytes produisaient des cytokines antivirales en réponse à l’activation du 
TLR3 par le virus de l’hépatite C (HCV) et pouvaient contrôler in vitro sa réplication via la 
production d’IL-29 (Li et al., 2012; Park et al., 2012). De plus, l’expression constitutive de 
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)-I et du CD1d  indique un potentiel 
de présentation antigénique et d’interaction avec les cellules T cytotoxiques et les cellules NK-
T (Nemeth et al., 2009). 
 
2.3.3.2-  Les cellules stellaires (HSC) 
 
Les HSC, localisées au niveau de l’espace de Disse (Fig. 3B), représentent  moins de 1% des 
NPC et sont impliquées dans la mise en réserve de la vitamine A absorbée au niveau intestinal 
et de sa conversion en acide rétinoïque. Elles sont aussi essentiellement responsables de la 
production de la matrice extracellulaire (collagène I, III et IV) dans le foie et joue un rôle dans 
la régulation du flot sanguin des sinusoïdes hépatiques (Crispe, 2009; Ishibashi et al., 2009). 
Suivant l’activation pas des agents profibrogéniques, les HSC peuvent adopter un phénotype 
myofibroblastique et contribuer à la fibrose caractéristique de certaines pathologies hépatiques 
(Nemeth et al., 2009). Par l’expression des CMH-I et –II  et du CD1d, elles contribueraient 
également à la défense immune hépatique à titre de cellules présentatrices d’antigènes aux 
cellules T CD4 , T CD8 et NK-T. Une fois activées, les HSC expriment aussi les TLR2, TLR4 
et TLR9, et répondent à leurs ligands respectifs par la sécrétion d’IL-6, de TGF-β1 et de MCP-
1 (Nakamoto & Kanai, 2014).  
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2.3.3.3-  Les cellules de Kupffer (KC) 
 
Les KC sont des macrophages qui résident en permanence dans la lumière des sinusoïdes (Fig. 
3B) et représentent 20% des NPC du foie et 80-90 % de l’ensemble des macrophages 
tissulaires de l’organisme (Ishibashi et al., 2009; Nakamoto & Kanai, 2014). Ils originent de 
l’auto-renouvellement des populations locales et/ou des monocytes circulants dérivés de la 
moelle osseuse (Naito et al., 1997). À la différence des  autres macrophages tissulaires, leur 
localisation intravasculaire  les expose directement aux antigènes entériques et systémiques 
circulants,  favorisant l’élimination rapide de ces derniers. De surcroît, la population de KC 
distribuée dans la région périportale, immédiatement en contact avec les antigènes et autres 
molécules du flot sanguin, est principalement affectée à cette tâche par ses activités 
phagocytaire et lysosomiale très importantes (Liaskou et al., 2012) jouant un rôle crucial dans 
l’élimination des débris cellulaires, apoptotiques et des complexes immuns (Nemeth et al., 
2009). À cet effet, ces KC expriment toute une gamme de PRR tels que les récepteurs TLR et 
les SR-AI/AII, le récepteur au mannose et des récepteurs Fc-γ (Liaskou et al., 2012). 
Continuellement exposés au LPS, ils présentent un phénotype tolérogénique. En effet, 
l’activation soutenue du TLR4 par l’endotoxine entraîne l’induction de facteurs anti-
inflammatoires tels que l’IL-10 et la PGE2 favorisant l’élimination et la tolérance hépatique à 
l’égard de l’endotoxine (Grewe et al., 1992; Knolle et al., 1995; Liaskou et al., 2012). La 
population de KC située en périphérie de la veine centrale est plutôt affectée à la 
reconnaissance des motifs moléculaires associés aux agents pathogènes bactériens ou viraux 
par l’expression de plusieurs TLR (TLR-2, -3, -4 et -9) qui, lorsqu’activés, mènent à la 
production de médiateurs pro-inflammatoires tels que l’IL-6, l’IL-12, l’IL-18, le TNF-α et 
l’oxyde nitrique (NO) (Kowalewska et al., 2011). L’IL-12 et l’IL-18 stimulent en synergie la 
production d’IFN-γ antiviral par les cellules NK (Seki et al., 2002). Les KC peuvent aussi agir 
comme cellules présentatrices d’antigènes effectrices. Par exemple, lors d’infection par le 
HCV, elles expriment de hauts niveaux de CMH-I et -II et les ligands de co-stimulation CD40 
et CD80 essentiels à l’activation des cellules T (Burgio et al., 1998). Ainsi, ces macrophages 
spécialisés permettent l’élimination de pathogènes et d’antigènes dérivés du tractus gastro-
intestinal prévenant alors leur entrée dans la circulation systémique.  
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2.3.3.4-  Les cellules dendritiques (DC) 
 
Le foie abrite plusieurs sous-populations hétérogènes de DC dont les DC myéloïdes 
(CD11c+), principalement distribuées dans les sinusoïdes près de la veine centrale et de la 
triade porte, et les DC plasmacytoïdes (CD123+) qui parsèment le parenchyme hépatique (Hsu 
et al., 2007; Liu et al., 2001). Des sous-populations lymphoïdes (CD8a+) et DC-NK 
(présentant les marqueurs DX5 et CD69 des cellules NK) ont aussi été rapportées chez la 
souris (Chen et al., 2007; Lian et al., 2003). Constituant moins de 1% des NPC hépatiques, les 
DCs sont les cellules présentatrices (CPA) professionnelles du foie et combinent, comme la 
plupart des cellules hépatiques, des fonctions régulatrices et immunes (Hsu et al., 2007). Les 
DC myéloïdes expriment les TLR-2, -3, -4, -5, -8 et se spécialisent dans la présentation 
antigénique et l’induction des réponses immunes adaptatives de type Th1 par la production 
d’IL-12 et d’IL-18 (Ueno et al., 2007). Les DC plasmacytoïdes expriment les senseurs viraux 
TLR-7, -8, et -9 et constituent la principale source d’interféron (IFN)- en réponse aux 
infections virales (Altfeld et al., 2011; Siegal et al., 1999). La forte densité de DC 
plasmacytoïdes dans le foie, plus importante que dans tout autre organe, est cohérente avec la 
charge antigénique à laquelle il est soumis (Crispe, 2009). Par ailleurs, en raison de 
l’exposition permanente du foie aux antigènes intestinaux, les DC hépatiques arborent un 
phénotype immunogénique  immature caractérisé par une faible expression des CMH et des 
molécules de co-stimulation CD40, CD80 et CD86 (Liaskou et al., 2012). Elles régulent aussi 
à la baisse leur expression du TLR4 et tendent à adopter un caractère tolérogénique en 
sécrétant préférentiellement l’IL-10 (Goddard et al., 2004). Les DC plasmacytoïdes seraient 
aussi habilitées à stimuler l’activité des cellules T régulatrices (Treg), favorisant la tolérance 
hépatique en condition physiologique (Hadeiba et al., 2008). 
 
2.3.3.5-  Les lymphocytes T et B 
 
Le foie contient aussi des lymphocytes B et diverses sous-populations de lymphocytes T 
distribuées dans le parenchyme et comptant pour environ 5% des NPC (Bogdanos et al., 
2013). Ces cellules participent aux défenses immunes adaptatives humorales et cellulaires et 
jouent un rôle clé dans la résolution d’infections hépatiques. Une grande diversité de 
 23 
lymphocytes T est observée dans le foie, comprenant des populations de T CD8+, T CD4+ 
Th1, Th2, Th17 et Treg. Chez l’humain, les cellules T CD8+ sont plus abondantes que 
l’ensemble des sous-populations T CD4+ alors que c’est l’inverse chez la souris (Nemeth et 
al., 2009). Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont spécialisés dans l’élimination de virus 
infectant les hépatocytes. Cette élimination peut faire intervenir des mécanismes cytolytiques, 
médiés par leurs granules cytotoxiques (perforines/granzymes) et/ou leur ligand de mort 
(FasL), ou des mécanismes non cytolytiques impliquant la sécrétion de cytokines qui 
interfèrent avec la réplication virale sans destruction des hépatocytes. Un mécanisme non 
conventionnel, enclenché suite à une présentation antigénique croisée et menant à une 
sensibilité accrue des hépatocytes infectés à l’induction de mort par le TNF-a aussi été 
rapporté(revue dans Knolle & Thimme, 2014). La prédominance de cellules T CD8+ par 
rapport aux T CD4+ dans le foie humain pourrait être reliée à une forte présence de T CD8+ 
régulatrices ou encore à une rétention plus importante des T CD8+ circulants (Klugewitz et 
al., 2004a). Plusieurs sous-populations de cellules T CD8 régulatrices (ex. CD8+ FoxP3+, 
CD8+ CD28−, CD8+ CD103+), exprimant des fonctions immunosuppressives ont été 
identifiées dans le foie humain (Koch et al., 2008; Nemeth et al., 2009; Boer et al., 2014) mais 
une surabondance de leur expression par rapport au foie de souris reste à confirmer.  

La fréquence des lymphocytes T CD4+ effecteurs et mémoires est plus importante dans le foie 
que dans les organes immuns (Klugewitz et al., 2004b). Les cellules CD4+ Th1 sont 
principalement responsables de l’initiation des réponses immunes cellulaires contre les 
pathogènes intracellulaires via la production d’IFN- alors que les CD4+ Th2 stimulent la 
réponse humorale contre les pathogènes extracellulaires en activant les lymphocytes B et le 
recrutement intrahépatique d’éosinophiles (Liew, 2002). La sous-population CD4+ Th17, plus 
récemment caractérisée, serait un élément important de l’inflammation locale chronique en 
participant au recrutement intrahépatique des neutrophiles via la production des IL-17, -21 et  
-22 (Zambrano-Zaragoza et al., 2014). Les Th17 sont associés à la pathogenèse de plusieurs 
maladies autoimmunes et une  augmentation de cette population a été rapportée dans les foies 
cirrhotiques et chez des patients chroniquement infectés par le HCV (Kondo et al., 2014; Lan 
et al., 2009). Les différents types de cellules CD4+ Treg sont responsables, par leurs fonctions 
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suppressives, du contrôle de l’activité des cellules immunes intrahépatiques.  Elles peuvent 
supprimer, par contact direct (Treg naturelles) ou via la production des cytokines 
immunosuppressives IL-10 et TGF- (Tr1 et Th3), l’activation, la prolifération, la 
différenciation et les fonctions effectrices des cellules T CD4
+
 et CD8
+
, des cellules B, des NK 
et NKT et des DC (Knolle & Thimme, 2014; Manigold & Racanelli, 2007). Quoiqu’elles 
participent activement à la tolérance homéostatique du foie, les cellules CD4+ Treg sont 
étonnamment cent fois moins nombreuses que dans les ganglions lymphatiques ou la rate 
(revue dans Nemeth et al., 2009). Cependant, leur nombre augmente considérablement dans le 
foie suite à l’activation locale ou périphérique des T CD8+ (Bochtler et al., 2008), expliquant 
leur présence augmentée lors d’infections chroniques par les virus HCV et HBV (Rushbrook 
et al., 2005; Sugimoto et al., 2005). 
 
Moins de 10% des lymphocytes intrahépatiques sont des cellules B (Klugewitz et al., 2004). 
Chez la souris, bien qu’elles expriment des niveaux inférieurs de CD21 et CD23 et supérieurs 
de CD5, les cellules B sont fonctionnellement similaires aux cellules B2 spléniques 
conventionnelles et sont dédiées à la production d’anticorps et à la réparation tissulaire en 
réponse à des agressions (Novobrantseva et al., 2005). Cependant, chez l’humain, la majorité 
des cellules B présentent les caractéristiques associées au phénotype B1 : diversité restreinte 
du répertoire, récepteur (BCR) polyspécifique et production dominante d’IgM de faible 
affinité indépendante des cellules Th2 (Dalloul, 2009; Martin & Kearney, 2000; Tatu et al., 
1999). Ces lymphocytes B peu spécifiques feraient le pont entre les défenses innées et 
adaptatives du foie et contribueraient aussi à la tolérance hépatique par la sécrétion d’IL-10 
(O’Garra et al., 1992).     
 
2.3.3.6-  Les cellules NK et NK-T 
 
Les cellules NK et NK-T sont des lymphocytes de l’immunité innée qui patrouillent les 
sinusoïdes hépatiques (Fig. 3B) agissant comme sentinelles (Kowalewska et al., 2011). Le 
foie, plus que tout autre organe, est fortement enrichi de cellules NK et NKT représentant 
respectivement 40-50% et 20-30% des lymphocytes intrahépatiques chez l’humain (Liaskou et 
al., 2012). Les cellules NK jouent un rôle clé dans l’immunité innée antivirale contre des virus 
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hépatotropes comme le cytomégalovirus et le HBV (Szomolanyi-Tsuda et al., 2006; Yang et 
al., 2010) et seraient associées à la résolution des infections aiguës par le HCV (Khakoo et al., 
2004). Les cellules NK tuent les cellules infectées spontanément, sans sensibilisation préalable 
alors que les cellules NK-T, qui expriment un récepteur de cellules T (TCR) invariant, doivent 
d’abord être activées par les KC suite à la présentation, via la molécule CD1d, d’antigènes 
glycolipidiques (revue dans Nemeth et al., 2009). Une fois activées, les cellules NK et NK-T 
induisent l’apoptose des cellules cibles par la libération de granules cytotoxiques (perforine et 
granzyme) ou par l’engagement de leurs ligands de mort FasL ou TRAIL (Crispe, 2009). Les 
cellules NK hépatiques expriment aussi les TLR1-9, à l’exception du TLR5, et lorsque 
stimulées par des agonistes spécifiques, elles répondent par la production d’IFN- et des 
chimiokines CCL3, CCL4 et CCL5 (Sawaki et al., 2007). Les cellules NKT activées 
produisent aussi plusieurs cytokines Th1 (IFN-γ, TNF-α), Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) et Th17 (IL-
17, IL-22) qui activent d’autres cellules de l’immunité innée et adaptative  (Swain, 2008). 
 
2.3.3.7-  Les cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques (LSEC) 
 
Les LSEC représentent environ 50% des cellules non-parenchymateuses du foie. Elles se 
distinguent des cellules endothéliales périphériques à plusieurs égards en arborant des 
caractéristiques uniques qui reflètent le caractère plurifonctionnel du foie. En effet, perforées 
par de nombreuses fenestrations et ne produisant pas de jonctions serrées ni de membrane 
basale définie, l’architecture des LSEC permet un transfert rapide des glucides, protéines et 
lipides vers la circulation systémique ou le parenchyme hépatique selon les besoins de 
l’organisme (Kowalewska et al., 2011). Le diamètre et le nombre de fenestrations ne sont pas 
statiques, ils évoluent de manière dynamique et sont influencés par plusieurs facteurs tels que 
le VEGF. La défenestration des sinusoïdes hépatiques conduit à une perturbation importante 
des échanges sang-foie et est un facteur contributif majeur des dysfonctions hépatiques 
associées à la cirrhose (Babbs et al., 1990). Les LSEC assurent aussi une fine régulation du 
débit sanguin dans les sinusöides par la production locale d’oxyde nitrique (NO), via l’enzyme 
membranaire eNOS (endothelial NO synthase) localisée dans les fenestrations (Yokomori et 
al., 2012), et peuvent déclencher l’hémostase par l’expression membranaire de la 
prothrombinase fgl2 (Ghanekar et al., 2004). Les LSEC sont, en outre, dotées de capacités 
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endocytaire, pinocytaire et de transcytose phénoménales par l’expression de plusieurs 
récepteurs, tels que le récepteur éboueur, le récepteur au mannose et les récepteurs Fc, qui 
contribuent à l’élimination efficace d’antigènes et de particules solubles et colloïdales  
(Bouwens et al., 1992). À cet effet, il a été démontré que les LSEC seraient davantage 
efficaces (90%) que les KC (10%) dans l’élimination des virus circulants (Ganesan et al., 
2011) et qu’elles étaient les principales cellules impliquées dans la capture des virus HBV et 
HCV  (Breiner et al., 2001; Pöhlmann et al., 2003). Ces facultés endocytaires seraient en 
partie liées aux nombreuses invaginations de leur membrane, les caveolae, et leur principal 
composant structural, la cavéoline-1, enrichie près des fenestrations et dans les organites 
cytoplasmiques impliqués dans l’endocytose et le traffic moléculaire intracellulaire (Smedsrød 
et al., 1985; Yokomori et al., 2012). 
 
Les LSEC sont également les principales cellules hépatiques responsables de la tolérance 
homéostatique à l’égard dans antigènes alimentaires et de la flore intestinale. À l’instar des 
KC et des DC, elles libèrent de manière constitutive de l’IL-10 au contact du LPS (Tiegs & 
Lohse, 2010). Par leur expression constitutive des CMH-I et –II et des molécules de co-
stimulation  CD40, CD80 et CD86 (Knolle et al., 1999) elles peuvent aussi agir comme CPA  
mais leur phénotype immature et peu immunogénique favorise la différenciation des cellules T 
CD4 naïves en cellules Treg plutôt qu’en cellules effectrices (Kruse et al., 2009) et suprime la 
prolifération des cellules T CD8 activées par un mécansime dépendant de leur ligand 
inhibiteur B7-H1 (PD-L1) (Diehl et al., 2008). Les LSEC peuvent cependant agir comme 
sentinelles et signaler la présence virale par l’expression de plusieurs PRR dont les TLR-1 à -9 
et les hélicases RIG-I et MDA-5, et la production de TNF-, IL-6 et d’IFN- (Nakamoto & 
Kanai, 2014; Wu et al., 2010). D’ailleurs, il a été démontré que l’activation du TLR3 et la 
production subséquente d’IFN- par les LSEC inhibent la réplication du HCV dans une lignée 
hépatocytaire (Broering et al., 2008). Néanmoins, la stimulation de ces PRR ne semblerait pas 
suffisante pour induire leur maturation en CPA immunogénique compétente, démontrant leur 
caractère tolérogénique intrinsèque (Kern et al., 2010). Une étude récente a cependant 
rapporté que l’activation des LSEC par un ligand TLR1/2 seulement, pouvait renverser leur 
phénotype tolérogénique et promouvoir une immunité antivirale efficace par l’activation de 
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cellules T CD8+ (Liu et al., 2013). L’infection virale des LSEC semble aussi supplanter leurs 
propriétés tolérogéniques et favoriser une présentation fonctionnelle des antigènes viraux aux 
cellules T CD8 par un mécanisme inconnu mais indépendant des CD80 et CD86 (Kern et al., 
2010). Étant parmi les premières cellules en contact avec les agents viraux circulants, les 
LSEC peuvent rapidement signaler le danger par la production d’IL-33, une alarmine libérée 
lors d’agression cellulaire, qui active les cellules de l’immunité innée (Arshad et al., 2012; 
Moussion et al., 2008). Une surexpression d’IL-33 par les LSEC a d’ailleurs été rapportée 
chez des patients infectés chroniquement par les HBV et HCV (Marvie et al., 2010).   
 
En plus de participer directement à la défense innée antivirale, les LSEC sont essentielles au 
recrutement intra-hépatique des cellules inflammatoires, telles que les neutrophiles et les 
lymphocytes T et B, lorsque l’infection atteint le parenchyme. En effet, bien qu’il ait été 
longtemps cru que la fenestration des LSEC permettait un libre accès des leucocytes au 
parenchyme hépatique pour l’immunosurveillance, des données récentes ont révélé que des 
interactions avec les LSEC étaient préalables à l’infiltration leucocytaire (Géraud et al., 2012). 
Cependant, à la différence des autres cellules endothéliales, les LSEC n’expriment pas les 
sélectines E et P. Conséquemment, l’adhésion et l’extravasation des leucocytes circulants 
n’impliqueraient que des interactions avec les molécules d’adhésion ICAM-1, VCAM-1 et peu 
ou pas avec le CD31, exprimées à la surface des LSEC (Géraud et al., 2012; Wong et al., 
1997). 
 
Le rôle des LSEC dans la pathogenèse de l’hépatite virale est inconnu  mais un débalancement 
du fragile équilibre entre la tolérance et l’inflammation lors de la phase aiguë de l’infection 
pourrait avoir des conséquences importantes sur la sévérité et l’issue de l’hépatite. 
 
2.3.4-  Les hépatites virales 
 
Bien que la majorité des pathogènes circulants soient rapidement éliminés par les cellules du 
système réticulo-endothélial des sinusoïdes, la tolérogénicité inhérente du foie le prédispose 
aux infections aiguës et/ou chroniques par des pathogènes qui exploitent cet environnement 
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favorable à l’évasion des défenses immunes. C’est le cas de plusieurs virus causant des 
hépatites, dont les principaux sont le virus de l’hépatite A (HAV), le HBV, le HCV et les virus 
le l’hépatite D (HDV) et E (HEV). 
 
Les HAV et HEV, des virus à génome  ARN appartenant respectivement à la famille 
des Picornaviridae et Hepeviridae, sont responsables d’une forte incidence d’hépatites A et E 
dans les pays émergents où les conditions sanitaires sont limitées, et ce en dépit de l’existence 
de vaccins commercialement disponibles (Hoofnagle et al., 2012; Walker et al., 2015). Ces 
virus se transmettent par la voie oro-fécale et gagnent le foie par la circulation entéro-
hépatique après avoir traversé l’épithélium  intestinal. Ils provoquent des hépatites aiguës dont 
l’évolution est généralement favorable et ne présentent pas de risques significatifs de 
progression vers une forme chronique (Thomas & Zoulim, 2012). Des observations cliniques 
et expérimentales ont montré que la réplication intensive du HAV dans les premiers jours 
suivant l’infection ne se traduisait que par une inflammation hépatique légère dans les 3 à 4 
semaines post-infection (Lemon et al., 1990). Ce délai s’expliquerait par la capacité du HAV à 
s’évader de la réponse IFN dans la phase aiguë de l’infection en perturbant les voies de 
signalisation dépendantes des hélicases  RIG-I et MDA5 et du TLR3 dans les hépatocytes 
infectés (Qu et al., 2011; Yang et al., 2007). 
 
Le HBV, un virus à ADN membre de la famille Hepadnaviridae, est responsable de plus de 
400 millions de cas d’hépatites à travers le monde. Se transmettant par voie sexuelle, sanguine 
ou materno-fetale, il cause des infections aigües qui, dans certains cas, progressent vers une 
forme chronique souvent asymptomatique mais qui peut éventuellement mener au 
développement d’une cirrhose et d’un carcinome hépatique (revue dans Busca & Kumar, 
2014). Par ailleurs, une forte prévalence de l’infection par HBV a récemment été rapportée 
chez des patients atteints du lymphome primaire du SNC (Meng et al., 2015). La disponibilité 
d’un vaccin a fait reculer de manière considérable les taux de morbidité et de mortalité 
associés à l’infection par HBV (Thomas & Zoulim, 2012). Le HDV est un virus à ARN 
défectif, nécessitant la présence du HBV pour l’infection productive des hépatocytes. La 
prévalence est élevée dans certaines régions tropicales et sub-tropicales et les voies de 
transmission sont les mêmes que pour le HBV. La co-infection HBV/HDV induit un risque 
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accru d’hépatite aiguë sévère, voire d’hépatite fulminante (5 à 10 % des cas) alors que la 
progression vers la chronicité est très rare (Ranger-Roger et al., 2002).   
 
Le HCV est un virus à génome ARN de la famille des Flaviviridae se transmettant 
principalement par voie sanguine. Contrairement au HBV, la majorité des infections aiguës 
(60-80%) progresse vers la chronicité si bien que le HCV représente la cause majeure des 
hépatites chroniques, des cirrhoses et des carcinomes hépatocellulaires affectant près de 170 
millions de personnes mondialement (Rehermann & Nascimbeni, 2005; Horner, 2014). 
L’infection aiguë peut dans certains cas évoluer vers une forme fulminante provoquant une 
insuffisance hépatique aiguë caractérisée par une nécrose, des dysfonctions hépatocellulaires 
extensives et une inflammation exacerbée causant la mort dans plus de 80% des cas (Liu et al., 
2001)  
 
Le risque de progression vers la persistance lors d’infections par le HBV et le HCV est en 
relation avec des mécanismes viraux d’évasion des défenses innées hépatiques. Par exemple, il 
a été rapporté que l’expression des TLR-1, -2, -4, -6, -7 et -9  était diminuée dans les cellules 
mononucléaires périphériques (PBMCs) chez les patients infectés chroniquement avec le HBV 
(Chen et al., 2008; Xu et al., 2008) et que la signalisation par les TLR-2 et -4 était associée à 
une diminution de production de cytokines inflammatoires et une augmentation de la réponse 
immunosuppressive dépendante des cellules Treg (Chen et al., 2008; Zhang et al., 2010). 
L’infection in vitro d’hépatocytes et de KC par des virions HBV ou l’exposition de ces 
cellules à des protéines virales a aussi été rapportée pour supprimer l’induction d’IFN-β par 
des agonistes des TLR (Wu et al., 2009). Le HCV est reconnu par différents PRR dont les 
TLR-2, -3, -4 et -7 et l’hélicase RIG-I (Broering et al., 2011; Seki & Brenner, 2008),  mais au 
contraire de l’infection par HBV, leur expression augmente chez les patients infectés 
chroniquement (Riordan et al., 2006; Sato et al., 2007). La signification et les conséquences 
de cette augmentation des PRR dans la pathogénèse sont cependant inconnues. En parallèle, le 
HCV supprime spécifiquement la production d’IFN- en interférant avec la signalisation  
médiée par le TLR3 (Li et al., 2005). Il a récemment été suggéré qu’un déficit fonctionnel des 
défenses innées des macrophages en relation avec le TLR3 lors de la phase aigue de 
l’infection pourrait favoriser la persistance du HCV (Osburn et al., 2013; Qian et al., 2013). 
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Un blocage de la signalisation par le RIG-I dans les hépatocytes infectés et l’induction de 
dysfonctions dans les réponses cytotoxiques des cellules NK contribueraient aussi à sa 
persistance (Barnaba, 2010). 
 
2.3.5-  Dysfonctions des LSEC induites lors d’hépatites virales 
 
Des dysfonctions dans l’immunité innée antivirale par les LSECs ont été rapportées lors 
d’infections par les virus HBV et HCV. D’abord, il a été démontré que ces virus peuvent 
exploiter à leur avantage les capacités de transcytose des LSEC, via le récepteur DC-SIGN, 
pour atteindre indemne le parenchyme et infecter les hépatocytes (Breiner et al., 2001; 
Pöhlmann et al., 2003). Il a aussi été rapporté que le HBV pouvait supprimer la production 
d’IFN- par les LSEC (Hösel et al., 2009; Wu et al., 2009). Lors d’infection par le HCV, bien 
qu’elles ne soient peu ou pas permissives à la réplication virale, les LSEC constitueraient un 
réservoir de HCV et favoriseraient la transmission du virus vers les hépatocytes puis ensuite sa 
réplication par la production de la protéine morphogénétique osseuse 4 (BMP4) (Rowe et al., 
2014. En effet, il a été démontré que la liaison du HCV au ligand L-SIGN des LSEC favorisait 
sa transcytose vers le parenchyme hépatique, un mécanisme qui pourrait être privilégié par le 
virus pour s'échapper des voies endocytaires menant à la dégradation dans les lysosomes et 
demeurer présent dans la cellule (Ludwig et al., 2004). Enfin, une augmentation de 
l’expression de la cavéoline-1 a aussi été rapportée dans les foies cirrhotiques de patients 
infectés par HCV (Yokomori et al., 2015). La sur-expression de cavéoline-1 contribuerait à la 
résistance intravasculaire hépatique et à l’hypertension portale caractéristiques des patients 
cirrhotiques, en régulant à la baisse l’activité de la NOS endothéliale et la production 
subséquente du facteur vasodilatant NO (Kwok et al., 2009; Yokomori et al., 2003). 
Néanmoins, la conséquence des anomalies vasculaires et des défenses innées des LSEC dans 
la pathogénèse de l’hépatite est encore peu connue.  
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2.4-  Les mécanismes de l’immunité innée dans le foie 
 
L’immunité innée est la première ligne de défense de l’organisme et ses mécanismes 
favorisent l’initiation  rapide et ordonnée d’une réponse inflammatoire contre les agressions 
microbiennes. L’inflammation aiguë est sous-jacente à de nombreux processus physiologiques 
et pathologiques et joue un rôle déterminant dans la protection de l’hôte par l’élimination des 
pathogènes envahissants et l’initiation des processus de réparation tissulaire destinés à 
restaurer l’homéostasie (revue dans De Nardo, 2015). Les mécanismes effecteurs immédiats 
de l’immunité innée reposent sur l’existence de multiples PRR hautement conservés, tels que 
les TLR et hélicases, exprimés par un éventail de cellules mais plus particulièrement par les 
cellules de l’immunité innée (ex. neutrophiles, macrophages). Ces cellules et leurs récepteurs 
scrutent l’environnement local pour la détection de motifs moléculaires associés aux 
pathogènes (PAMP) ou de motifs moléculaires engogènes (DAMP) associés à des molécules 
altérées ou relâchées suivant la nécrose cellulaire (ex. alarmines). La large gamme de motifs 
reconnus par les PRR ainsi que leur localisation dans différents compartiments cellulaires 
assurent que les pathogènes n’échappent pas à la détection par l’immunité innée. L’activation 
des PRR par leurs ligands déclenche une cascade signalétique culminant vers la production de 
médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les chimiokines et les IFN. Ces facteurs 
mobilisent les défenses de l’hôte en augmentant la perméabilité et l’expression séquentielle de 
molécules d’adhésion par l’endothélium vasculaire drainant le foyer infectieux, permettant le 
recrutement coordonné de cellules phagocytaires et de lymphocytes. Les signaux émanant de 
l’activation des PRR ne sont pas seulement critiques pour l’élimination des agents infectieux 
et la restauration de l’homéostasie tissulaire, ils façonnent aussi, plus tardivement, 
l’orientation  de la défense immune adaptative (revue dans De Nardo, 2015; Newton & Dixit, 
2012) 
 
2.4.1-  Les récepteurs Toll (TLR) 
 
Les TLR sont des protéines transmembranaires de type I constituées d’un domaine amino (N)-
terminal extracellulaire responsable de la reconnaissance des motifs microbiens, une unique 
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région transmembranaire et un domaine cytoplasmique récepteur Toll/IL-1 (TIR) carboxy (C)-
terminal responsable de la signalisation intracellulaire. À l’heure actuelle, 10 TLR humains 
(TLR1-10) et 12 murins (TLR1-9 et 11-13) ont été identifiés (Fig. 4) (De Nardo, 2015). Ces 
TLR peuvent se subdiviser en deux classes selon 1) leur localisation dans la membrane 
plasmique et 2) leur localisation intracellulaire dans des compartiments endosomaux. Afin 
d’augmenter leur panel de ligands reconnaissables, certains TLR forment des hétérodimères 
ou s’associent à des protéines accessoires et des co-récepteurs (ex. CD14, CD36) (Stewart et 
al., 2010). La liaison des TLR avec leurs ligands respectifs entraîne un changement 
conformationnel du domaine TIR et une stabilisation du complexe récepteur menant au 
recrutement de protéines adaptatrices cytosoliques qui initient la cascade de signalisation (Latz 
et al., 2007; Tanji et al., 2013). Cinq protéines adaptatrices ont été identifiées jusqu’à présent : 
MyD88, MAL (ou TIRAP), TRIF, TRAM et SRAM (O’Neill & Bowie, 2007). À l’exception 
de SRAM qui agit comme un régulateur négatif, ces adaptateurs déclenchent deux voies 
principales dépendantes de MyD88 ou de TRIF qui conduisent principalement, mais non 
exclusivement, à la production de cytokines inflammatoires ou d’IFN de type I respectivement 
(Carty et al., 2006; revue dans De Nardo, 2015). 
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Figure 4. Voies de signalisation associées aux TLR 
Les TLR5, TLR11, TLR4, et les hétérodimères TLR2–TLR1 ou TLR2–TLR6 lient leurs 
ligands respectifs à la surface cellulaire alors que les TLR3, TLR7–TLR8, TLR9 et TLR13, 
localisés dans les endosomes, détectent la présence d’acides nucléiques microbiens. Le TLR4 
se localise à la fois dans la membrane plasmique et les endosomes. La signalisation par les 
TLR est initiée par la liaison du ligand et la dimérisation des récepteurs. Suivant l’interaction 
avec des protéines adaptatrices (MyD88, TRIF, MAL, TRAM) qui recrutent et stimulent 
d’autres protéines de signalisation, plusieurs facteurs de transcription sont activés et induisent 
la production de cytokines inflammatoires et/ou d’IFN de type I (O’Neill et al., 2013). 
 
 
2.4.1.1-  Les TLR de surface 
 
Les TLR de surface (TLR-1, -2, -4, -5 ,-6 -11 et -12) sont localisés dans la membrane 
plasmique et peuvent former des homodimères (TLR5, TLR11) ou des hétérodimères (TLR2 
avec TLR1 ou TLR6; TLR4 avec CD14 ou CD36) (Fig. 4). Les couples TLR2/1, TLR2/6 et 
TLR4/CD14 sont responsables de la reconnaissance de structures bactériennes lipidiques 
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(lipoprotéines triacétylées, diacétylées et LPS respectivement) alors que les homodimères 
TLR5 et TLR11 reconnaissent des protéines bactériennes (flagelline et/ou  prophiline) 
(O’Neill et al., 2013).  Le rôle du TLR12 est peu connu mais une étude récente a montré que 
son association avec le TLR11 était indispensable à la reconnaissance de la prophiline 
(Andrade et al., 2013). L’engagement des TLR membranaires avec leur ligand respectif 
entraîne leur dimérisation et un changement conformationnel favorable au recrutement de la 
protéine adaptatrice MyD88, qui interagit via son domaine C-terminal directement avec le 
domaine TIR du récepteur, ou dans le cas des TLR2 et TLR4, en se combinant avec la 
protéine MAL (Fitzgerald et al., 2001). Une fois associée au récepteur, le domaine de mort N-
terminal de MyD88 interagit séquentiellement avec un ensemble de protéines sérine-thréonine 
kinase du cytosol (IRAK4 d’abord puis IRAK2 et IRAK1 ensuite) qui s’activent mutuellement 
pour former le complexe Myddosome (Gay et al., 2011). L’activation des IRAK incite ensuite 
au recrutement transitoire de TRAF6 au Myddosome, son activation subséquente puis son 
relâchement dans le cytosol où il forme un complexe avec TAK1, TAB1 et TAB2/3 (Qian et 
al., 2001). Ce regroupement est essentiel à l’activation du complexe IKK (IKK/) qui 
permettra alors la libération puis la translocation nucléaire du facteur de transcription NF-B 
(Napetschnig & Wu, 2013). En parallèle, TAK1 déclenche aussi la voie des MAP kinase (p38 
et JNK) médiant l’activation des facteurs de transcription AP-1 et CREB (revue dans De 
Nardo, 2015; Shim et al., 2005). La mobilisation de ces trois facteurs de transcription vers le 
noyau initie finalement la transcription des gènes de plusieurs médiateurs pro-inflammatoires 
tels que des cytokines (IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, TNF-PGEdes chimiokines (CCL2, 
CXCL1, CXCL10) et des molécules d’adhésion (ICAM-1 et VCAM-1) favorisant le 
recrutement et l’activation des leucocytes inflammatoires (Das et al., 2009; Kang et al., 2008; 
Kim et al., 2008; Newton & Dixit, 2012; Yang & Seki, 2012). 
 
 À la différence des autres TLR de surface qui n’activent que la voie dépendante de MyD88, le 
TLR4 peut aussi déclencher la voie dépendante de TRIF suivant sa translocation dans des 
compartiments endosomaux, permise par le co-récepteur CD14 (Zanoni et al., 2011). 
L’interaction avec TRIF nécessiterait cependant l’association préalable du TLR4 avec la 
protéine adaptatrice TRAM dans l’endosome (Yamamoto et al., 2003). Subséquemment à son 
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activation, TRIF peut se complexer avec le facteur TRAF3, qui active séquentiellement TBK/ 
IKKε et le facteur de transcription IRF-3 pour l’induction d’IFN-, ou interagir avec le facteur 
TRAF6 via la kinase RIP1 menant à l’activation des voies NF-B et MAPK et la production 
de cytokines inflammatoires (Gohda et al., 2004; Sato et al., 2003). Un mécanisme similaire 
d’internalisation du TLR2 dans des compartiments endosomaux et menant à la production 
d’IFN a aussi été suggéré mais, contrairement au TLR4, la signalisation serait dépendante de 
MyD88 et de l’activation des facteurs de transcription IRF-1 et -7 (Barbalat et al., 2009; 
Dietrich et al., 2010). 
 
Quoique les TLR de surface soient spécialisés dans la reconnaissance de ligands bactériens, 
les TLR2 et TLR4 affichent aussi une affinité pour certains ligands viraux. À cet effet, il a été 
rapporté que les protéines « core » et NS3 du HCV interagissaient avec le TLR2 à la surface 
des monocytes et activaient les voies MAPK p38, JNK et AP-1 (Dolganiuc et al., 2004). 
Certains coronavirus (CoV) semblent aussi interagir avec le TLR2. De fait, la liaison de la 
protéine S du SARS-CoV humain et du virus de l’hépatite murine MHV3 au TLR2 induit la 
sécrétion de plusieurs cytokines inflammatoires dont l’IL-6 par des PBMC ou des 
macrophages péritonéaux (Dosch et al., 2009; Jacques et al., 2009b). Les protéines de surface 
de virus neurotropes tels que le HSV-1 et le virus de la rougeole ont aussi été rapportées pour 
se fixer et induire la signalisation via leTLR4 et/ou TLR2 (Bieback et al., 2002; Kurt-Jones et 
al., 2004; Villalba et al., 2012).  
 
2.4.1.2-  Les TLR endosomaux 
 
Alors que les TLR membranaires reconnaissent des ligands exprimés à la surface microbienne, 
les TLR endosomaux se spécialisent dans la reconnaissance des divers types d’acides 
nucléiques microbiens. La compartimentalisation intravésiculaire de ces TLRs serait 
importante pour prévenir des réponses autoimmunes contre les acides nucléiques de l’hôte 
(Barton & Kagan, 2009). Le TLR3 et les TLR7/8 sont responsables respectivement de la 
détection des ARN viraux double brin et simple brin, alors que le TLR13 reconnaît l’ARN 
ribosomal 23S bactérien. Le TLR9, quant à lui, détecte les motifs CpG non méthylés de 
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l’ADN des génomes bactériens et viraux (Fig. 4) (O’Neill et al., 2013). À l’instar des TLR de 
surface, l’engagement des TLR7, 8, 9 et 13 déclenche une signalisation dépendante de MyD88 
menant à la formation du Myddosome, l’activation de TRAF6 et l’induction subséquente des 
voies NF-kB et MAPK pour la production de cytokines inflammatoires. Cependant, ces TLR 
recrutent aussi en parallèle le facteur TRAF3 qui favorise, via l'activation du facteur de 
transcription IRF-7, la production des IFN de type I (IFN/) spécialisés dans la défense 
antivirale. La signalisation induite par le TLR3 est similaire à celle initiée par le TLR4 
endocyté qui dépend plutôt de TRIF (Newton & Dixit, 2012).   
 
Les TLR endosomaux sont impliqués dans l’initiation des défenses innées contre plusieurs 
types de virus à ARN et à ADN. Notamment, il a été rapporté que la reconnaissance du HCV 
par les TLR3 et TLR7 menait à la production de plusieurs cytokines et chimiokines dont l’IL-
6, le CXCL10 et le MIP-1a, et d’IFN(Li et al., 2012; Takahashi et al., 2010). De plus, des 
études ont démontré que la stimulation des TLR3, TLR7 et TLR9 par des ligands synthétiques 
interférait avec la réplication des HBV et HCV (Isogawa et al., 2005;  Thomas et al., 2007). 
 
2.4.2-  Les récepteurs de type hélicase (RLR) 
 
Les cellules de l’immunité innée possèdent aussi des senseurs viraux localisés dans le cytosol 
et activés suite à l’entrée des virus et/ou lors de leur réplication. Les mieux documentés sont 
les récepteurs RIG-I (retinoic-acid-inducible protein 1) et MDA-5 (melanoma-differentiation-
associated gene 5) qui signalent la présence d’ARN double brin (db), constituant le génome 
des virus de la famille des Reoviridae et un stade intermédiaire de la réplication de tous les 
virus à génome ARN (revue dans Gack, 2014). RIG-1 serait spécifiquement activé par la 
présence d’un groupement triphosphate situé en 5’ des petits ARNdb alors que MDA-5 lierait 
préférentiellement les longs ARNdb (plus de 2Kb) mais le ligand spécifique reste à déterminer 
(Kato et al., 2008; Pichlmair et al., 2006). Les deux senseurs, caractérisés par un domaine 
ARN hélicase DExD/H box interagissant avec l’ARN viral, et deux domaines CARD (caspase 
recruiting domain) requis pour la transmission du signal (Loo & Gale, 2011), partagent des 
caractéristiques signalétiques similaires. Suivant la reconnaissance d’ARNdb, les RIG-I et 
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MDA-5 sont recrutés par l’adaptateur IPS-1 à la membrane externe mitochondriale d’où ils 
activent les facteurs de transcription IRF3, IRF7 et NF-κB. Les IRF3 et IRF7 contrôlent 
l’expression des IFN de type I (IFN) alors que le NF-κB régule la production de cytokines 
pro-inflammatoires (Kawai et al., 2005; Saha et al., 2006; Sasai et al., 2006).  
 
Le rôle de ces récepteurs cytosoliques pour l’ARNdb serait plus important que leur équivalent 
endosomal TLR3 dans la défense innée antivirale médiée par les cellules dendritiques et les 
macrophages (Kato et al., 2005). De fait, l’activation de RIG-I confère une résistance à 
plusieurs virus à génome ARN négatif incluant les orthomyxovirus, rhabdovirus, bunyavirus 
et paramyxovirus ainsi que le virus HCV possédant un génome ARN positif alors que MDA-5 
interfère avec la réplication de certains membres de la famille des Picornaviridae et 
Caliciviridae (revue dans Gack, 2014). Plusieurs virus comme le virus de la dengue, le WNV, 
les réovirus, certains paramyxovirus (ex. virus de la rougeole) et des CoV (MHV) peuvent être 
reconnus par les deux types de senseurs (Li et al., 2010; revue dans Gack, 2014). Cette double 
détection interviendrait possiblement à des temps différents lors du cycle réplicatif puisqu’il a 
été récemment montré que les divers sous-produits d’ARN générés lors de la réplication virale 
du WNV pouvaient être distinctivement et séquentiellement détectés par RIG-I et MDA-5 
(Errett et al., 2013). 
 
2.4.3-  Les alarmines 
 
L’immunité innée n’est pas que déclenchée par la détection de motifs moléculaires microbiens 
par les PRR. Des molécules endogènes, libérées lors de dommages cellulaires, peuvent 
rapidement alerter les cellules de l’immunité innée et agir en synergie dans l’induction d’une  
réponse inflammatoire (Oppenheim & Yang, 2005). Ces médiateurs endogènes, nommés 
alarmines, sont relâchés précocement lors du processus de nécrose cellulaire et signalent la 
présence d’un danger en se liant à leur récepteur spécifique et/ou à des TLR de surface 
exprimés par les cellules de l’immunité innée. Elles activent alors les voies dépendantes de 
MyD88 (NF-B et MAPK) menant à la production rapide de cytokines pro-inflammatoires. 
Les médiateurs connus pour agir comme alarmine incluent notamment les protéines de choc 
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thermique, la protéine HMGB1 (high-mobility group box-1) et plus récemment l’IL-33. 
(Harris & Raucci, 2006; Arshad et al., 2012). Parmi celles-ci, l’IL-33 semble jouer un rôle 
important dans la réponse inflammatoire hépatique précoce. Exprimée fortement et 
constitutivement par les cellules endothéliales des sinusoïdes, l’IL-33 est rapidement libérée 
en réponse à des atteintes de l’endothélium (Moussion et al., 2008). Une expression élevée 
d’IL-33 par les LSEC a d’ailleurs été rapportée dans le modèle expérimental d’hépatite aiguë 
induite par la ConA (Arshad et al., 2011) et chez des patients infectés chroniquement par les 
virus HCV et HBV (Marvie et al., 2010). Cependant, les effets de  la libération précoce d’IL-
33 par les LSEC sur la pathogénèse ne sont pas clairement établis. Certaines études ont 
rapporté que l’interaction de l’IL-33 avec les cellules cibles exprimant le récepteur ST2L (NK, 
NKT, DC, éosinophiles) augmentait l’expression des TLR et favorisait l’adhésion, la 
dégranulation, la chimiotaxie et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IFN-, 
TNF-MCP), facilitant ainsi les défenses innées (Liew et al., 2010; Miyake, 2007; 
Murphy et al., 2010). Dans ce sens, il a été montré que l’IL-33 pouvait agir en synergie dans 
l’induction de cytokines dépendantes de l’activation du TLR2 (Espinassous et al., 2009). 
Cependant, d’autres travaux ont plutôt rapporté un effet modulateur de l’IL-33 sur la réponse 
inflammatoire par sa capacité à recruter des lymphocytes Treg (Volarevic et al., 2012). Des 
effets aggravants supportés par une corrélation entre les niveaux d’IL-33 et la nécroptose 
hépatocytaire induite lors d’hépatite par la ConA ont aussi été suggérés (Arshad et al., 2015). 
 
2.5-  Les coronavirus (CoV) 
 
2.5.1-  Historique et classification 
 
Le premier CoV humain, nommé B814, fut isolé en 1965 par Tyrell et Bynoe suite à un 
prélèvement de sécrétions trachéales d’un patient présentant des symptômes de rhume (Tyrrell 
& Bynoe, 1966). La présence du nouvel agent infectieux avait été confirmée en inoculant par 
voie intranasale des sujets volontaires qui développaient les mêmes symptômes. Au courant de 
la même année et de la suivante, des virus provoquant des symptômes apparentés furent isolés 
par la même équipe et d’autres pour finalement être caractérisés en microscopie électronique 
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(Almeida & Tyrrell, 1967; Hamre & Procknow, 1966). À l’observation, tous les virus 
présentaient une structure similaire qui s’apparentait à celle de virus animaux isolés durant la 
même période, tels que les virus de la bronchite aviaire (IBV) et de l’hépatite murine (MHV) 
(McIntosh et al., 1967a et b). En raison des projections de la glycoprotéine de surface qui leur 
conférait un aspect de couronne, le nom « coronavirus » fut proposé puis finalement officialisé 
comme nouveau genre en 1975 (Tyrrell et al., 1975). Aujourd’hui, les CoV sont classés dans 
la famille des Coronaviridae, elle-même incluse dans l’ordre des Nidovirales, et se subdivisent 
en quatre genres , ,  et (de Groot et al., 2013)Des prototypes de chaque genre incluent 
les CoV humains NL63 et 229E et porcin TGEV pour les -CoV, les virus de l’hépatite 
murine (MHV) et le SARS-CoV pour les -CoV, le virus de la bronchite infectieuse aviaire 
(IBV) (-CoV) et le CoV aviaire bulbul (-CoV) (Reguera et al., 2014).  
 
2.5.2-  Pathologies causées par les CoV 
 
Les CoV infectent plusieurs types d’espèces aviaires et de mammifères, incluant l’homme. La 
plupart des CoV se répliquent en premier lieu dans les cellules épithéliales du tractus digestif 
ou respiratoire, puis se disséminent dans l’organisme pour causer diverses pathologies. Les 
CoV animaux peuvent être responsables de gastroentérite, de péritonite, d’hépatite, de néphrite 
et d’encéphalite. En raison de la diversité d’espèces d’intérêt commercial qu’ils infectent 
(porcines, bovines, aviaires), ils sont souvent associés à des pertes économiques considérables 
(de Haan et al., 2005; Berry et al., 2015). Chez l’humain, les infections par CoV se traduisent 
essentiellement par des complications des voies respiratoires supérieures et occasionnellement 
des gastroentérites (Reguera et al., 2014). Quatre CoV humains (HCoV-229E, HCoV-OC43, 
HCoV-NL63 et HCoV-HKU1) sont endémiques dans la population et sont associés à environ 
30% des rhumes communs (Berry et al., 2015; Reina et al., 2014). Deux virus émergents 
d’origine zoonotique, le SARS-CoV et le MERS-CoV, sont la cause de syndromes 
respiratoires sévères aigus et représentent une menace significative pour la santé humaine. De 
fait, le SARS-CoV, découvert en Chine au courant de l’année 2002, et le MERS-CoV, isolé au 
moyen orient en 2012, ont été associés respectivement à des taux de mortalité de 10 et 36%, 
atteignant jusqu’à 50% chez certains groupes de la population (Drosten et al., 2003; de Groot 
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et al., 2013; Gralinski & Baric, 2015). Des évidences ont montré que suivant une réplication 
primaire dans les voies respiratoires, les coronavirus humains HCoV-229E et   -OC43 ainsi 
que le SARS-CoV pouvaient migrer vers le SNC, ceux-ci ayant été retrouvés dans le cerveau 
de patients atteints de la sclérose en plaque et du syndrome respiratoire sévère aigu 
respectivement (Murray et al., 1992; Stewart et al., 1992; Gu et al., 2005). Ces découvertes 
suggèrent donc un potentiel neuroinvasif pour les CoV humains. D’ailleurs, les virus HCoV-
229E et -OC43 ont déjà été proposés comme agents étiologiques potentiels de la sclérose en 
plaque (Arbour et al., 2000). Les mécanismes à l’origine de la neuroinvasion par les CoV  et 
ses conséquences sur la pathogénèse ne sont cependant pas encore clairement élucidés. 
Quoique les CoV démontrent normalement un tropisme réservé à des espèces uniques ou  
étroitement apparentées, certains peuvent occasionnellement surpasser la barrière d'espèce, 
comme par exemple lors d'infection du dindon par le CoV bovin (BCoV), ou encore de 
l'infection expérimentale du chien par le TGEV porcin (Decaro et al., 2009; Hasoksuz et al., 
2005). L’émergence récente du SARS-CoV et du MERS-CoV, résultant d’une transmission 
zoonotique, est un bel exemple du potentiel de transmission inter-espèce des CoV. Il a été 
démontré que le SRAS-CoV et MERS-CoV étaient étroitement apparentés au bat-SARS-CoVs 
dont l’hôte naturel, un chiroptère (chauve-souris), serait possiblement le réservoir animal 
primaire (Lau et al., 2005; Zaki et al., 2012). Depuis, l’identification et l’analyse génétique 
d’une vaste diversité de CoV isolés de chiroptères suggèrent que la majorité sinon tous les 
CoV de mammifères dériveraient de leur homologue bat-SARS-CoV (Li et al., 2005). Cette 
faculté d’adaptation à de nouveaux hôtes serait en partie tributaire du taux importants de 
recombinaisons génétiques chez les CoV et de l’infidélité de leur ARN polymérase générant 
plusieurs quasi-espèces (Denison et al., 2011). Ces sauts inter-espèces responsables 
d’éruptions zoonotiques, combinés à la diversité des réservoirs animaux et des pathologies 
qu’ils causent font des CoV un risque potentiel pour la santé humaine et traduisent 
l’importance d’approfondir les connaissances associées à leurs mécanismes pathogéniques. 
 
 
 41 
2.5.3-  Structure des CoV 
 
Les CoV sont des particules sphériques de taille variant entre 120 et 160 nm caractérisés par 
un génome ARN simple brin (ARNsb) de polarité positive et une nucléocapside de symétrie 
hélicoïdale enveloppée d’une membrane lipidique (Li et al., 2006). Leur génome important, de 
longueur variant entre 27 et 32 Kb, en font les plus gros virus ARN connus (Li, 2015). 
L’enveloppe virale renferme plusieurs protéines structurales : la glycoprotéine de surface (S), 
la protéine d’enveloppe (E), la glycoprotéine membranaire (M), et chez certains sérotypes 
l’hémagglutinine estérase (HE) (Fig. 5A). Bien qu’elle dérive de la membrane des cellules 
hôtes, l’enveloppe virale est toutefois plus épaisse qu’une membrane type en raison de la 
région C-terminale de la protéine M qui forme une seconde couche interne telle que révélée 
par tomographie cryo-électronique (Perlman & Netland, 2009). Le cœur de la particule est 
composé de l’ARN génomique encapsidé par les nucléoprotéines (N) pour former la 
nucléocapside hélicoïdale. Le ratio des protéines S:E:M:N dans les virions varie selon les 
différents coronavirus. 
 
La protéine S est une glycoprotéine transmembranaire de type 1 de taille imposante, 
comprenant entre 1160 et 1452 acides aminés, qui s’assemble en trimères à la surface virale 
pour former les spicules caractéristiques des CoV. Cette protéine, synthétisée sous forme de 
précurseur, subit un clivage post-traductionnel par des protéases cellulaires lors du cycle de 
réplication en deux domaines S1 N-terminal et S2 C-terminal. Une distinction importante 
entre les CoV est qu’ils arborent à leur surface une protéine S déjà clivée ou non, selon l’étape 
à laquelle a lieu le clivage durant la réplication virale. En effet, le clivage peut avoir lieu lors 
de l’assemblage et l’exocytose des virons ou encore seulement suite à la fixation au récepteur 
de la cellule cible. Le domaine S1, dont la séquence présente des régions hypervariables, est 
responsable de l'attachement aux cellules cibles alors que le domaine S2, qui présente une 
séquence hydrophobe hautement conservée, est impliqué dans la fusion de l’enveloppe virale 
avec la membrane de la cellule hôte pour l’entrée virale (Belouzard et al., 2012). En 
conséquence, la protéine S détermine le tropisme et la virulence des CoV et est la cible des 
anticorps neutralisants. D’ailleurs, l'immunisation avec la protéine S seule peut induire une 
protection intraspécifique et parfois interspécifique (Enjuanes et al., 2006). Cependant, comme 
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la plupart des protéines de surface, ses régions hypervariables lui permettent d’échapper à la 
pression immunitaire, et, le cas échéant, d’élargir son tropisme cellulaire (Vabret et al., 2009). 
 
La protéine N est une phosphoprotéine hautement basique qui module la synthèse d'ARN viral 
et s’y fixe pour former une nucléocapside en hélice (Enjuanes et al., 2006). Elle agit 
également comme un antagoniste des IFN de type I (Perlman & Netland, 2009) et régule à la 
hausse la production de la prothrombinase fgl2, un facteur contribuant à l’hépatite murine 
fatale induite par le sérotype MHV-3 (Qin Ning et al., 2003). 
 
La protéine  M est la plus abondante des protéines de l’enveloppe virale. Elle participe, en 
collaboration avec la protéine E, à l'assemblage des virions et induit la production d’IFNα par 
la cellule hôte (Enjuanes et al., 2006). La protéine E semblerait jouer un rôle essentiel (TGEV) 
ou partiel (SARS-CoV et MHV) dans le bourgeonnement des virions. Elle agirait aussi comme 
un canal ionique, qui par un mécanisme  inconnu, optimiserait la réplication virale (Kuo & 
Masters, 2003; Wilson et al., 2006; DeDiego et al., 2007; Ortego et al., 2007). 
 
Chez quelques -CoV, la protéine HE forme de petites projections de surface supplémentaires. 
Apparemment non-essentielle à la réplication, cette protéine possède un domaine de fixation 
pour l'acide 9-O-neuraminique-acétylé et une activité hémagglutinante. Elle pourrait être 
impliquée dans l’entrée ou la sortie des virions via des interactions avec l’acide sialique à la 
surface cellulaire et serait importante pour l’infection de l’hôte naturel  (Lissenberg et al., 
2005). La HE des CoV présente une homologie de séquence importante avec la protéine HA 
de l’influenza type C, suggérant une recombinaison antérieure lors d’une co-infection 
(Enjuanes et al., 2006).  
 
L’ARN génomique, polyadénylé en 3’ et coiffé en 5’, consiste en un simple brin linéaire  
comprenant 6 à 11 cadres de lecture ouverts (ORF) (Fig. 5B) flanqué de deux séquences non 
traduites (UTR) de 200 à 600 pb à chaque extrémité. Le premier ORF (1a/b) s’étend sur 
environ deux-tiers du génome et encode 15 à 16 protéines non-structurales (nsp) regroupées en 
un complexe transcriptase-réplicase viral qui inclut l’ARN polymérase ARN dépendante 
(nsp12), une protéase (nsp3), une primase (nsp8) et une hélicase (nsp13) (Fig. 5B). Les nsp 7-
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10 sont présumées jouer un rôle dans la synthèse des ARN génomiques et/ou sous-
génomiques. Les régions 1a et 1b de l’ORF1 se chevauchent de quelques nucléotides par une 
séquence glissante spécifique et une structure en pseudo noeud  (signal de décalage du cadre 
de lecture ribosomal) nécessaires à la traduction de l'ORF1b. Le dernier tiers du génome 
contient les gènes codant pour les protéines structurales, toujours disposés selon la séquence : 
(HE)-S-E-M-N (Fig. 5B). Un nombre variable d’ORFs (1 à 8) codant pour des protéines 
accessoires nsp sont intercalés entre ces gènes (Enjuanes et al., 2006; Perlman & Netland, 
2009). Ces protéines accessoires « niches-spécifiques » seraient non essentielles à la 
réplication virale in vitro mais constitueraient des éléments clés dans la réplication lors 
d’infections naturelles (King et al., 2012) 
 
 
Figure 5. Organisation génomique et structurale des CoV 
A) Le génome ARNsb est imbriqué dans une nucléocapside (N) hélicoïdale recouverte d’une 
enveloppe lipidique dérivée de la cellule hôte. L’enveloppe comprend au moins trois protéines 
structurales : la protéine de surface (S), qui détermine le tropisme par l’attachement aux 
cellules hôtes, et les protéines d’enveloppe (E) et transmembranaire (M) impliquées dans 
l’assemblage des virions. Certains coronavirus (ex. MHV-A59) expriment une protéine 
supplémentaire, l’hémagglutinine estérase (HE, non représentée) B) Représentation 
schématique d’un génome représentatif de chaque groupe de CoV. Le premier 2/3 du génome 
ARNsb encode une poplyprotéine (ORF1a/b) qui subit un clivage protéolytique pour générer 
15 ou 16 protéines non structurales (nsp). Le dernier 1/3 du génome encode les protéines 
structurales S-E-M-N et parfois HE (non représentée) et un nombre variable de nsp 
accessoires (Perlman & Netland, 2009). 
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transmembranaire 
(M) Protéine de la nucléocapside (N) 
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2.5.4-  Réplication des CoV 
 
La réplication des CoV est schématisée à la figure 6. La première étape de la réplication virale 
consiste en l’attachement du virus à la cellule cible. Bien que les CoV puissent interagir via les 
résidus glycosylés de leur protéine S avec plusieurs molécules de surface (lectines de type C 
(ex.DC-SIGN), heparane sulfate, acides sialiques), une fixation plus spécifique entre la 
protéine S et le récepteur cellulaire est requise pour l'établissement d'une infection virale 
productive (Belouzard et al., 2012; Jacques et al., 2009b). Ces récepteurs varient pour les 
différents CoV. Par exemple, le prototype murin MHV se fixe à la molécule CEACAM1a, un 
membre de la famille des antigènes carcinoembryonaires murins (Hemmila et al., 2004) alors 
que plusieurs -CoV se lient à l’aminopeptidase N (Weiss & Navas-Martin, 2005). Les virus 
SARS-CoV et CoV-NL63 entrent dans les cellules hôtes en interagissant avec l’enzyme de 
conversion de l’angiotensine 2 (ACE2) (Lau et al., 2005; Li et al., 2007) alors que le MERS-
CoV se fixe au récepteur récemment identifié CD26 (ou dipeptidyl peptidase 4, DPP4) (Lu et 
al., 2013). 
 
L’attachement au récepteur induit un changement conformationnel de la protéine S, exposant 
le peptide de fusion du domaine S2 nécessaire à la fusion de l’enveloppe virale avec la 
membrane de la cellule hôte pour l’entrée virale. Ce changement de conformation et la fusion 
subséquente peuvent être initiés directement par la liaison au récepteur ou nécessiter une 
acidification ou activation protéolytique additionnelle. Selon le mécanisme préconisé, qui 
varie selon les CoV, la fusion a lieu à la surface de la cellule hôte avec la membrane 
plasmique ou encore au niveau de la membrane d’une vésicule endosomale acidifiée suite à 
l’internalisation de la particule (Belouzard et al., 2012). Dans tous les cas, l’ARN génomique 
est relargué dans le cytoplasme et pris en charge par les ribosomes cellulaires pour sa 
traduction. Celle-ci débute d’abord sur l’ORF1a puis s’étend ensuite à l’ORF1b, suite à un 
signal de décalage -1 du cadre de lecture ribosomal, pour générer deux polypeptides 
communément appelés pp1a et pp1ab, qui subiront des clivages protéolytiques par des 
protéases virales afin de générer le complexe réplicase-transcriptase viral (Perlman & Netland, 
2009). Ce complexe serait ensuite intégré dans la membrane de vésicules cellulaires à double 
membrane, probablement issues du réticulum endoplasmique (ER), dans lesquelles se 
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déroulerait la synthèse de novo de l’ARN viral (Hagemeijer et al., 2012). Certaines études ont 
aussi suggéré que ces vésicules originent de la machinerie autophagique cellulaire étant donné 
leurs caractéristiques ultrastructurales similaires à celles des autophagosomes, (Prentice et al., 
2004a et b). Présente dans le complexe réplicase-transcriptase, l’ARN polymérase ARN-
dépendante transcrit d’abord l’ARN génomique en un ARNsb antisens (polarité négative). Ce 
dernier sert dès lors  de matrice pour la synthèse de nouveaux ARNsb génomiques de polarité 
positive destinés aux virions en formation mais également pour la transcription discontinue 
d’un ensemble d’ARN sous-génomiques de polarité positive, qui traduits, engendreront les 
protéines structurales (HE)-S-E-M-N et les nsp accessoires nécessaires à l’assemblage des 
virions (Denison et al., 2011). Ces ARN sous-génomiques, excepté le plus petit, sont 
polycistroniques (contenant au minimum deux ORF), mais seul l'ORF en 5' terminal est 
généralement traduit (Enjuanes et al., 2006). La protéine N nouvellement formée interagit 
rapidement avec l’ARN génomique pour augmenter davantage sa transcription et sa traduction 
(Compton et al., 1987; Tahara et al., 1998).  
 
Les nouveaux ARN génomiques produits se dimérisent ensuite avec la protéine N pour former 
la nucléocapside qui est ensuite incorporée dans les vésicules des compartiments 
intermédiaires ER-Golgi (ERGIC) dans lesquelles sont enchâssées les protéines structurales E, 
M et S nouvellement synthétisées (Ujike & Taguchi, 2015). La protéine M semble essentielle 
à l’incorporation des protéines E et S dans les virions en formation. Elle dirige également 
l’encapsidation des particules via son domaine C-terminal qui interagit par des liaisons 
ioniques avec la protéine N et l’ARN génomique de la nucléocapside (McBride et al., 2014). 
Les domaines C-terminaux des protéines E et M interagissent ensuite pour l'assemblage final 
des virions (Corse & Machamer, 2003). Les protéines E s’insèrent dans le réseau de protéines 
M (Fischer et al., 1998) et induisent la flexion de l’enveloppe (Raamsman et al., 2000). Elles 
sont également essentielles pour la scission des particules sur le site de bourgeonnement 
(Vennema et al., 1996). Les ERGIC fusionnent finalement avec le complexe golgien où les 
virions sont incorporés dans des vésicules de sécrétion destinées à la membrane plasmique 
pour l’exocytose (Ujike & Taguchi, 2015).  
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Figure 6. Réplication des CoV 
Le virus se fixe d’abord à la cellule hôte par une interaction entre sa protéine S et le récepteur 
cellulaire. L’entrée virale peut avoir lieu à la surface de la cellule ou à l’intérieur de vésicules 
endosomales suite, respectivement, à une fusion de l’enveloppe virale avec la membrane 
plasmique ou de la vésicule. L’ARNsb génomique de polarité positive est relargué dans le 
cytoplasme et traduit par les ribosomes cellulaires pour générer les protéines du complexe 
viral Réplicase-Transcriptase. La transcription de l’ARN génomique par l’ARN polymérase 
génère un brin antisens de polarité négative qui servira de matrice pour la synthèse de 
nouveaux ARNs génomiques et d’un ensemble d’ARNs sous-génomiques qui seront traduits 
pour la synthèse des protéines structurales (S,E,M,N) et d’un nombre variable de protéines non 
structurales (nsp). L’assemblage des virions se déroule dans les vésicules des compartiments 
intermédiaires (ERGIC) situées entre le réticulum endoplasmique (ER) et le Golgi puis les 
particules virales sont finalement acheminées vers la membrane plasmique pour l’exocytose 
(Bergmann et al., 2006). 
 
2.6-  Les virus de l’hépatite murine (MHV) 
Les MHV, appartenant au genre -CoV, sont des pathogènes naturels chez la souris. Ils se 
présentent sous forme de particules sphériques d’une taille d’environ 120 nm avec les 
projections de surface caractéristiques des coronavirus. Leur génome ARN d’une longueur 
d’environ 31 kb est imbriqué dans une nucléocapside hélicoïdale recouverte d’une enveloppe 
ERGIC 
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lipidique dans laquelle sont enchâssées les protéines S, M et E typiques des CoV. Certains 
sérotypes MHV disposent de projections de surface supplémentaires, les dimères 
d’hémaglutinine estérase (HE) (Phillips & Weiss, 2011). Selon les sérotypes, les MHV 
établissent des infections primaires au niveau du tractus gastro-intestinal et du foie ou au 
niveau des voies respiratoires supérieures (Guénet, 2005; Bergmann et al., 2006) et peuvent 
ensuite se disséminer ou non à d’autres organes. De par la diversité de pathologies qu’ils 
provoquent, les MHV constituent d’excellents modèles d’études animales pour les infections 
virales humaines.  
2.6.1-  Sérotypes et pathologies  
 
Il existe plusieurs sérotypes de MHV qui se distinguent essentiellement par leur tropisme et 
leur niveau de virulence. Les MHV peuvent être responsables d’infections entériques, 
respiratoires, hépatiques et du SNC (Williams et al., 1990). La sévérité et le type de 
pathologies induites par les MHV dépendent de plusieurs facteurs dont le sérotype, la voie 
d’inoculation (intracérébrale, intranasale, intrapéritonéale), l’âge et la génétique de l’hôte ainsi 
que de la réponse immune vis-à-vis l’infection (Lane & Hosking, 2010). Certains sérotypes se 
caractérisent par un tropisme plus marqué pour un organe en particulier. Par exemple, les 
sérotypes MHV-D, -Y, -RI, -S/CDC, LIVIM, et DVIM sont reconnus pour induire des 
gastroentérites, alors que le MHV1 provoque une pathologie qui s’apparente au syndrome 
respiratoire sévère aigu et constitue un modèle privilégié pour l’étude de la pathogénèse du 
SARS-CoV (Homberger et al., 1998; De Albuquerque et al., 2006). D’autres, comme le 
sérotype fortement neurotrope MHV-JHM et le sérotype hépatotrope MHV2, occasionnent 
principalement des encéphalites et des hépatites virales respectivement (Gallagher et al., 1990; 
Navas et al., 2001). Certains sérotypes affichent un tropisme moins strict et présentent 
l’avantage de pouvoir induire, selon la voie d’inoculation et la susceptibilité de l’hôte, des 
hépatites ou des maladies neurologiques de sévérité variable. Par exemple, le sérotype MHV-
A59 est reconnu pour induire une hépatite aiguë modérée, une encéphalite et une 
neuropathologie chronique démyélinisante. Le sérotype MHV3, le plus pathogène de tous les 
MHV, provoque plutôt une hépatite aiguë fulminante ou chronique et des désordres 
neurologiques persistants selon le profil génétique de l’hôte. Ces derniers sérotypes, par leur 
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tropisme moins défini, représentent donc des outils importants dans la compréhension des 
mécanismes viraux qui prédisposent à la dissémination de l’infection à plusieurs organes 
suivant une infection primaire localisée. 
 
2.6.2-  Le récepteur des MHV  
 
Le premier récepteur des CoV identifié fut le récepteur des MHV en 1991 (Dveksler et al., 
1991). Il s’agit de la molécule d’adhésion carcinoembryonnaire CEACAM1 
(Carcinoembryonic antigen-cell adhesion molecule), une protéine transmembranaire de type I 
hautement glycosylée et membre de la superfamille des immunoglobulines (Ig) (Taguchi & 
Hirai-Yuki, 2012). Outre son rôle comme récepteur viral, la CEACAM1 est une protéine 
multifonctionnelle impliquée entre autre dans l’adhésion intercellulaire, la signalisation 
cellulaire, la régulation de la prolifération cellulaire et de l’immunité innée et adaptative, et 
comme adhésine bactérienne (Markel et al., 2004). L’ectodomaine de CEACAM1 contient 
généralement quatre domaines de type immunoglobuline  soient  les domaines  N, A1, B et A2 
et leur nombre dépend de l’épissage alternatif qui régule aussi la longueur et la composition du 
domaine cytoplasmique, soit court (10-12 acides aminés) ou long (71-73 acides aminés) 
(Taguchi & Hirai-Yuki, 2012). Chez l’humain, douze isoformes ont été identifiées, alors que 
chez la souris seulement quatre isoformes sont retrouvées. Des isoformes sécrétées sont aussi 
produites par épissage alternatif ou par clivage à la surface cellulaire (Terahara et al., 2009). Il 
existe en outre deux formes alléliques du CEACAM1, soient CEACAM1a et CEACAM1b, 
qui peuvent toutes deux agir comme récepteur fonctionnel du MHV, quoique l’efficacité de 
liaison avec l’allèle CEACAM1a soit de beaucoup supérieure (300 fois) (Ohtsuka et al., 
1996). Cette différence d’affinité s’expliquerait par une variation de quelques 6 acides aminés 
contigus dans le site de liaison au MHV sur le domaine N-terminal entre les allèles 
CEACAM1a et b (Rao et al., 1997). D’ailleurs, il a été démontré que l’expression 
différentielle de ces deux allèles était un facteur déterminant dans la susceptibilité des 
différentes lignées murines à l’infection par les MHVs, l’allèle CEACAM1a étant exprimé 
chez les souris hautement susceptibles C57Bl/6 et BALB/c et l’allèle CEACAM1b chez la 
souris plus résistante SJL (Ohtsuka & Taguchi, 1997).  
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Bien que la CEACAM1a soit considérée comme le seul récepteur pour les MHV, des 
évidences récentes pointent vers l’existence potentielle d’autres récepteurs. En effet, il a été 
montré que la neurovirulence du sérotype MHV-JHM était partiellement indépendante du 
CEACAM1a.  In vitro, l’isolat MHV-4 du MHV-JHM requiert la CEACAM1a pour l’entrée 
virale mais in vivo, il démontre la capacité à se propager de neurones en neurones chez des 
souris dépourvues de CEACAM1a (CEACAM1a−/−), par un mécanisme de fusion cellulaire 
indépendante du récepteur (Miura et al., 2008). Des récepteurs alternatifs, tels que les 
molécules CEACAM2 et PSG16 (pregnancy-specific glycoprotein 16) ont été proposés mais 
leur expression  restreinte dans le SNC et/ou  un domaine N-terminal tronqué minimisent leur 
importance (Phillips & Weiss, 2011). La propagation du MHV-4 par la fusion cellules/cellules 
en absence du récepteur semble corréler avec la longueur de la région hypervariable du 
domaine S1 de sa protéine S (Phillips et al., 2001). Il a aussi été proposé que des changements 
conformationnels de la protéine S soient facilités par une association moins stable des 
domaines S1 et S2 suggérant un potentiel fusogène intrinsèque qui ne dépendrait pas d’une 
fixation préalable au récepteur (Krueger et al., 2001). 
 
L’infection in vivo par le MHV-A59 dépend strictement de la présence du récepteur 
CEACAM1a (Hemmila et al., 2004), quoiqu’une infection persistante in vitro favorise 
l’émergence de virus exhibant un tropisme élargi (Schickli et al., 1997). Le virus MHV/BHK 
quant à lui infecte les cellules par un mécanisme indépendant de CEACAM1a, qui dépendrait 
plutôt d’une liaison spécifique de sa protéine S à des héparanes sulfate (de Haan et al., 2005). 
Cette propriété résulterait de l’acquisition exclusive par ce virus de deux sites de liaison aux 
héparanes sulfate sur sa protéine S (de Haan et al., 2006).  
 
2.6.3-  Le tropisme cellulaire des MHV 
 
Le trospisme des MHV dépend généralement de l’expression différentielle du récepteur 
CEACAM1a dans les différents organes. La molécule CEACAM1a est fortement exprimée au 
niveau de l’intestin grêle, modérément au niveau de la rate, des poumons, des reins et du foie 
et faiblement dans le cerveau et les muscles (Godfraind et al., 1995; Slobodskaya et al., 2012). 
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Plus précisément, la présence du récepteur a été rapportée à la surface des cellules épithéliales, 
des EC , des hépatocytes (Godfraind et al., 1995) et des cellules de l’immunité innée telles les 
neutrophiles (Kuroki et al., 1992), les macrophages (Coutelier et al., 1994), les DC 
(Kammerer et al., 2001) et les cellules NK (Moller et al., 1996; Lehoux et al., 2004). Les 
lymphocytes B et les lymphocytes T CD4+ activés, mais non les CD8+, expriment aussi la 
molécule CEACAM1a et sont des cibles à l’infection par les MHV (Coutelier et al., 1994; 
Kammerer et al., 1998; Nakajima et al., 2002; Greicius et al., 2003). Au niveau du SNC, 
seules la microglie et les BMEC expriment ce récepteur, des traces ayant toutefois été 
détectées à la surface des neurones (Godfraind et al., 1997; Ramakrishna et al., 2004; Phillips 
& Weiss, 2011). 
 
Cependant, l’expression de la CEACAM1a ne semble pas être le seul facteur déterminant le 
tropisme des MHV. Récemment, Slobodskaya et al. (2012) n’ont observé aucune corrélation 
entre l’abondance d’expression de CEACAM1a dans certains organes et le tropisme du MHV-
A59. D’autre part, certaines cellules du SNC, telles que les oligodendrocytes et les astrocytes, 
n’expriment pas la CEACAM1 mais sont néanmoins susceptibles à l’infection virale par 
certains sérotypes (Cowley & Weiss, 2010). Ainsi, des distinctions importantes dans le 
tropisme, le degré de virulence et les pathologies induites par les différents sétotypes MHV 
suggèrent l’implication d’autres facteurs cellulaires ou viraux indépendants du récepteur. La 
construction de MHV chimériques arborant des protéines S provenant de différents sérotypes a 
néanmoins permis de mettre en évidence l’importance de la protéine S dans la pathogenèse et 
le tropisme différentiels des MHV. Par exemple, il a été montré que l’introduction du gène 
codant pour la protéine S du MHV-JHM (neurotrope) et du MHV2 (hépatotrope) dans le 
génome du MHV-A59 augmentait sa neurovirulence et son hépatotropisme respectivement 
(Navas et al., 2001; Navas & Weiss, 2003). Il est donc possible que la fixation différentielle de 
la protéine S à d’autres molécules présentes à la surface cellulaire module le tropisme et/ou la 
pathogénicité des sérotypes. À cet égard, il a été rapporté que la protéine S du MHV3 pouvait, 
à la différence de celle du MHV-A59, se fixer au TLR2 sur des macrophages et induire 
subséquemment la production d’IL-6 et de TNF- indépendamment de la liaison au récepteur 
CEACAM1a (Jacques et al., 2009b; Zhou et al., 2010). L’importance du TLR2 comme 
modulateur du tropisme et de la pathogenèse des MHV reste cependant à déterminer.  
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D’autre part, plusieurs variants du sérotype hépatotrope fortement pathogène MHV3, se 
différenciant par un tropisme cellulaire plus étroit, ont aussi été générés. Par exemple, le 
variant faiblement atténué 51.6-MHV3, sélectionné suite à une infection sur des cellules L2 en 
présence d’anticorps monoclonaux neutralisants (A51 et A37), se distingue du sérotype 
parental par une absence de tropisme pour les LSEC (Martin et al., 1994). Cette différence 
spécifique se traduit par une hépatite aiguë moins sévère, des foyers nécrotiques moins 
extensifs et un retard dans la mort des souris comparativement à l’infection par le MHV3 
(Lamontagne et al., 1994). Similairement, le variant non pathogène YAC-MHV3, généré suite 
à une infection persistante par le MHV3 dans la lignée cellulaire lymphoïde YAC-1, démontre 
un faible taux réplicatif dans les macrophages et induit une hépatite sub-clinique avec 
élimination du virus en moins de 14 jours (Lamontagne & Dupuy, 1984). Ces variants du 
MHV3, par leur niveau de virulence atténué, traduisent l’importance du tropisme dans la 
pathogénicité du MHV3 et constituent des outils viraux importants permettant de disséquer 
l’importance relative des cellules permissives à la réplication virale dans la pathogenèse 
induite par le MHV3. 
 
2.6.4-  Mécanismes d’entrée des MHV 
 
Les mécanismes d’entrée des MHV sont variés et diffèrent selon les sérotypes et la nature de 
la cellule cible. Certains sérotypes préconisent la fusion avec la membrane plasmique, d’autres 
avec la membrane des compartiments endosomaux et quelques-uns peuvent utiliser les deux 
voies d’entrée. Par exemple, le sérotype JHM (MHV-4) fusionne à pH neutre avec la 
membrane plasmique mais des particules ont aussi été détectées dans des vésicules 
endosomales, suggérant la possibilité pour le JHM d’entrer autant par voie directe 
qu’endosomale (Nash & Buchmeier, 1997). Le choix du mécanisme d’entrée pourrait 
dépendre du type cellulaire. Dans tous les cas, la fusion requiert la liaison au récepteur, tel que 
démontré par l’incubation de la protéine S du JHM avec une forme soluble du récepteur 
CEACAM1a, qui induit des modifications de l’hydrophobicité du domaine S2 essentielles à la 
fusion (Sturman et al., 1990; Matsuyama & Taguchi, 2002; Zelus et al., 2003). Il semble que 
la capacité de la protéine S à fusionner à pH neutre repose sur les propriétés du peptide de 
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fusion. En effet, il a été rapporté que la nécessité d’un pH acide pour l’infection productive par 
un variant MHV-4 isolé de cellules infectés chroniquement était reliée à trois mutations 
ponctuelles dans les régions heptadiques repétées du domaine S2 (Gallagher et al., 1991).  
 
Les données concernant les mécanismes d’entrée du sérotype MHV-A59 semblent 
contradictoires. Qiu et al. (2006) ont d’abord rapporté que l’infection par le MHV-A59 était 
insensible aux agents lysosomotropiques évoquant que l’entrée soit strictement localisée à la 
membrane plasmique. Cependant, en combinant différentes approches d’infections et de 
microscopie, d’autres ont plutôt mis en évidence une sensibilité du MHV-A59 aux mêmes 
agents et une internalisation du virus dans des compartiments endosomaux suggérant qu’une 
acidification et possiblement un clivage protéolytique du peptide de fusion soient nécessaires 
pour l’infection (Eifart et al., 2007). Par ailleurs, le mécanisme d’endocytose préconisé par le 
MHV-A59 serait clathrine-dépendant et cavéoline-indépendant (Burkard et al., 2014). 
L’entrée du sérotype  MHV-2 a aussi été caractérisée et dépend exclusivement d’une fusion 
membranaire dans des compartiments endosomaux rendue possible suite au clivage 
protéolytique de la protéine S par des protéases endosomales activées à pH acide (cathepsines 
B et L). À l’instar du MHV-A59, l’endocytose du MHV-2 dépend de la voie clathrine et non 
de la cavéoline. (Pu & Zhang, 2008). 
 
2.6.5-  Le virus de l’hépatite murine de type 3 (MHV3) 
 
Le MHV3 est considéré comme le sérotype le plus virulent parmi les MHV. À la fois 
hépatotrope, neurotrope et lymphotrope, le MHV3 constitue un modèle animal d’infection 
virale privilégié pour l’étude des mécanismes pathogéniques, d’immunodéficiences et 
d’évasion virale induits lors d’hépatite ou de neuropathogenèse virale (Jolicoeur & 
Lamontagne, 1994). Le type de pathologie causée par le MHV3, de même que son évolution, 
diffère selon le profil génétique et l’âge de l’hôte (Lamontagne & Dupuy, 1984). Chez les 
souris génétiquement susceptibles (BALB/c, C57Bl/6), l’infection par voie intrapéritonéale 
(i.p.) se traduit  par une hépatite fulminante provoquant la mort de tous les animaux infectés en 
moins d’une semaine (Virelizier et al., 1975).  Les lignées murines semi-résistantes C3H et 
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SJL développent d’abord une hépatite aiguë modérée, à laquelle une partie des souris 
survivent (Le Prevost et al., 1975), qui progresse ensuite vers une hépatite chronique et le 
développement d’une maladie neurologique chronique (Virelizier et al., 1975; Tardieu et al., 
1986). Au contraire, les souris A/J présentent une résistance génétique à l’hépatite induite par 
le virus MHV3 (Lamontagne et al., 1989a). Les différences de susceptibilité génétique des 
lignées murines à l’infection aiguë ou chronique par le MHV3 serait déterminée en partie par 
les allèles du complexe majeur d’histicompatibilité (H-2) de même que la présence et le type 
d’isoforme du récepteur viral spécifique CEACAM1 exprimé à la surface des cellules (Damy 
et al., 1992; Oth et al., 1991; Nédellec et al., 1994). 
 
2.6.5.1-   L’hépatite induite par le MHV3 
 
Contrairement aux autres MHV hépatotropes, tel que le MHV-A59 qui induit une hépatite 
aiguë modérée suivie par l’élimination rapide du virus dans le foie 8 à 10 jours post-infection 
(p.i.) (Godfraind et Coutelier, 1998), l’infection de souris susceptibles (C57Bl/6, BALB/c) 
avec le sérotype MHV3 mène à une hépatite aigüe mortelle dans les 3 à 5 jours p.i. (Le 
Prevost et al., 1975). L’analyse histopathologique du foie révèle des lésions nécrotiques 
progressives et les dysfonctions hépatiques résultent de la présence de multiples foyers 
inflammatoires et d’une nécrose hépatocellulaire extensive dans les trois premiers jours de 
l’infection (Lamontagne et al., 1989b). De fait, les hépatocytes représentent la principale cible 
virale mais les KC, les LSEC, les HSC et les cellules NK et NK-T sont aussi infectées (Martin 
et al., 1994; Lehoux et al. , 2004; Jacques et al., 2008). Puisque l’ARN et les antigènes viraux 
sont détectables dès 24h p.i. dans les KC et les LSEC (Pereira et al., 1984; Décimo et al., 
1993), Martin et al. (1994) ont postulé que ces cellules pourraient constituer le site primaire de 
réplication du MHV3 dans le foie.  En accord avec cette hypothèse, des perturbations précoces 
dans la microcirculation des sinusoïdes, caractérisées par un flux sanguin granulaire et la 
présence de microthrombi périportaux, sont observées dès 6 à 12h p.i (Levy et al., 1983). Ces 
manifestations sont suivies, dès 24h p.i., par une réduction du nombre de fenestrations des 
LSEC (Steffan et al., 1995) et une diminution importante de la vélocité des érythocytes et du 
flux sanguin microvasculaire, secondaire à la présence de caillots d’érythrocytes, de plaquettes 
et de dépôts de fibrine dans les sinusoïdes (MacPhee et al., 1988). L’examen du foie en 
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microscopie électronique a permis de corréler la progression de la coagulation intravasculaire 
dans les sinusoïdes avec la nécrose hépatocellulaire extensive (MacPhee et al., 1988; Levy & 
Abecassis, 1989). L’initiation de la cascade de coagulation serait conséquente à l’induction, 
par le MHV3, de l’activité de la prothrombinase membranaire fgl2 exprimée spécifiquement à 
la surface des KC et des LSEC (Ding et al., 1997, 1998). 
 
Chez les souris de susceptibilité génétique intermédiaire (C3H, SJL), l’infection par le MHV3 
mène à une hépatite chronique, secondaire à une hépatite aigüe moins sévère (Le Prevost et 
al., 1975). Des particules infectieuses et des antigènes viraux sont détectables dans le foie 
jusqu’à 4 mois p.i (Martin et al., 1994). Une vasculite, observée dans la région terminale des 
veinules portales et associée à des dépôts de fibrine subendothéliaux, est la principale 
manifestation pathophysiologique de l’hépatite chronique induite par le MHV3 (Le Prevost et 
al., 1975). Des foyers de nécrose hépatocellulaire et la présence de thrombi dans les sinusoïdes 
sont aussi notés mais ne sont pas extensifs et les anormalités microvasculaires sont confinées 
aux régions où des lésions hépatiques sont observables, corrélant avec des niveaux moindres 
du facteur procoagulant fgl2 (MacPhee et al., 1985). Au contraire, la lignée de souris 
résistantes A/J développe une hépatite subclinique avec peu ou pas de lésions hépatiques bien 
que des titres viraux soient décelables dans le foie (Lamontagne et al., 1989b). Les particules 
virales infectieuses sont complètement éliminées du foie et de la circulation périphérique à 7 
jours p.i.  
 
Il a été démontré que la sensibilité à l’infection hépatique par le MHV3, selon la génétique 
murine, ne corrélait pas avec les niveaux de réplication virale dans le foie (Lamontagne et al., 
1989b). Il a été suggéré que la résistance ou la susceptibilité à l’infection soit reliée, 
parallèlement à l’expression différentielle des allèles H-2 et des isoformes du récepteur 
CEACAM1, à des différences dans la permissivité des macrophages et des LSEC à la 
réplication virale selon les lignées. En effet, une restriction partielle de la réplication virale 
chez les macrophages de souris résistantes A/J, résultant d’un contrôle cellulaire intrinsèque 
par la production d’IFN-, a déjà été rapportée (Lamontagne et al., 1989a; Mello et al., 1993). 
De plus, un délai de 24 à 36h dans la réplication du MHV3 au niveau des LSEC des souris A/J 
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suggère qu’une infection productive précoce des LSEC serait un facteur contributif à la 
pathogenèse chez les souris susceptibles (Pereira et al., 1984). 
 
2.6.5.2-  Les anomalies neurologiques induites par le MHV3  
 
Lors d’infections de souris génétiquement susceptibles C57Bl/6 ou BABL/c avec le virus 
MHV3 par la voie i.p., aucun signe clinique neurologique ni de lésions dans le SNC ne sont 
apparents (Virelizier et al., 1975; Tardieu et al., 1986) mais des titres viraux sont néanmoins 
décelables dans le cerveau dès 48h p.i. (Tardieu et al., 1986; Lamontagne & Dupuy, 1987). 
L’examen histopathologique à 72h p.i. ne montre aucune anormalité du tissu cérébral à 
l’exception de quelques infiltrations périveineuses et périartérielles de polymorphonucléaires 
et mononucléaires, et quelques foyers nécrotiques neuronaux au niveau de l’hippocampe 
(Virelizier et al., 1975). L’invasion cérébrale par voie hématogène semble spécifique au 
sérotype MHV3 puisqu’aucun titre intracérébral du MHV-A59, pourtant considéré neurotrope 
suite à l’injection intracraniale ou intranasale, n’est détecté suite à une infection par voie i.p. 
(Lavi et al., 1986; Godfraind et al., 1997). Il a été proposé, mais non démontré, que la BHE 
pourrrait prévenir l’invasion du SNC par le MHV-A59, malgré l’expression fonctionnelle du 
récepteur CEACAM1a sur les BMEC (Godfraind & Coutelier, 1998). Ces observations 
suggèrent que l’infection par le MHV3 pourrait entraîner des anomalies structurales et 
fonctionnelles de la BHE. 
 
Chez la lignée murine C3H, l’infection par voie i.p. du virus MHV3 se traduit par le 
développement progressif d’une neuropathologie chronique caractérisée par une épendymite, 
une vasculite, une méningite et une encéphalite sans toutefois d’atteintes de la matière blanche 
(démyélinisation) (Virelizier et al., 1975; Tardieu et al., 1982; Tardieu et al., 1986). Ces 
manifestations neuropathologiques corrèlent avec un tropisme élevé du MHV3 pour les 
cellules épendymales et les cellules méningeales, un tropisme modéré pour les cellules 
endothéliales de la BHE, mais nul pour les oligodendrocytes et les astrocytes purifiés de souris 
C3H et/ou C57Bl/6 (Tardieu et al., 1986; Joseph et al., 1995). La maladie progresse vers une 
paralysie et une hydrocéphalie entre les 3
e
 et 6
e
 mois p.i. puis la mort de l’animal entre 6 et 12 
mois p.i. (Virelizier et al., 1975; Jolicoeur & Lamontagne, 1994). Le virus persiste dans le 
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cerveau de l’animal suite à une immunodéficience humorale et cellulaire progressive 
(Jolicoeur & Lamontagne, 1994) et peut être détecté dans le foie, la rate et les ganglions durant 
les deux premiers mois d’infection et jusqu’à 8 mois p.i dans le cerveau (Virelizier et al., 
1975; Jolicoeur & Lamontagne, 1994). 
 
En comparaison, l’inoculation du MHV-A59 par voie intracérébrale ou intranasale provoque 
une encéphalite aiguë modérée à sévère, caractérisée par une infiltration inflammatoire 
importante (Bender & Weiss, 2010). Les titres viraux atteignent un sommet à 5 jours p.i. puis 
déclinent jusqu’à devenir indétectables après 2 semaines p.i. Toutefois, l’immunité stérile 
n’est pas atteinte puisque des protéines et des ARN viraux persistent dans le SNC (Lavi et al., 
1984; Matthews et al., 2001) si bien qu’une paralysie spastique subaiguë et une 
neuropathologie chronique, caractérisée par une démyélinisation dans le SNC et la moelle 
épinière, s’installent après environ 4 semaines p.i. et peuvent progresser pendant plus de 6 
mois (Lavi et al., 1984; Rempel et al., 2004).  La chronicité de la pathologie induite par le 
MHV-A59 est liée à une infection persistante des astrocytes, oligodendrocytes et à un moindre 
degré des neurones (Lavi et al., 1987). 
 
2.6.5.3-  Réponses immunes induites lors d’infections par le MHV3 
 
La réponse immunitaire joue un rôle déterminant dans l’élimination du MHV3 lors la phase 
aigüe ou chronique de l’infection tel que démontré par la susceptibilité des souris 
thymectomisées A/J, normalement résistantes à l’infection par le MHV3 (Dupuy et al., 1975). 
Cependant, le tropisme du virus pour plusieurs cellules immunitaires entraîne des anomalies 
fonctionnelles et des déficiences cellulaires importantes des populations lymphoïdes et 
myéloïdes qui corrèlent avec la pathogénicité de ce sérotype.  
 
2.6.5.3.1-  Les anomalies de la réponse innée lors de l’infection par le MHV3 
 
L’infection par les voies i.p. ou orale de souris susceptibles par le MHV3 gagne rapidement le 
foie, où a lieu la réplication primaire, puis se dissémine ensuite, via la circulation sanguine, à 
plusieurs organes affichant un tropisme pour le virus (ex. cerveau, organes lymphoïdes) (Le 
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Prévost et al. 1975; Virelizier et al. 1975; Tardieu et al. 1986; Lamontagne et al. 1989b). Les 
macrophages de plusieurs organes (KC, péritonéaux et myéloïdes) sont des cibles importantes 
du MHV3, dont l’infection entraîne l’apparition de cellules géantes multinuclées issues de la 
fusion de plusieurs cellules (syncytia) (Lamontagne et al., 1989a; Schindler et al., 1983). 
Cependant, il a été montré que les macrophages infectés et stimulés par le ligand TLR-3 
synthétique poly I : C pouvaient supprimer la réplication virale par la production d’IFN-
(Mazaleuskaya et al., 2012). Les macrophages péritonéaux infectés peuvent contribuer à 
l’établissement d’une défense innée par la production rapide des cytokines IL-6 et TNF-
Jacques et al. 2009b). Il a d’ailleurs été rapporté qu’une augmentation de TNF-sérique 
était décelable chez les souris infectées avant même l’apparition du virus dans le foie 
(Devictor et al., 1992). Cependant, la production précoce de TNF- participerait à la 
coagulation intravasculaire (Liu et al., 2015) et serait conséquemment un facteur déterminant 
dans la fulminance de l’hépatite chez les souris susceptibles tel que démontré par une hépatite 
moins sévère et un retard dans la mortalité chez des souris déficientes pour le TNF- ou son 
récepteur (TNFR1) (Xu et al. 2014; Yang et al., 2013).  Il a été montré que la production du 
TNF- dans le foie et par les macrophages, tout comme celle de l’IL-6, dépendait de la 
fixation du MHV3 au TLR-2 plutôt qu’au récepteur viral CEACAM1a, suggérant un rôle 
important du TLR-2 dans la réponse inflammatoire intrahépatique (Jacques et al. 2009b). Par 
ailleurs, il a été montré que le sérotype MHV-A59, causant une hépatite modérée, n’induisait 
pas la production de cytokines inflammatoires via la voie TLR2 chez les macrophages (Zhou 
et al., 2010). L’importance du TLR2 dans la réponse inflammatoire et innée induite lors de 
l’infection par le MHV3 de même que son rôle dans la gravité de l’hépatite reste à déterminer.  
   
Un recrutement intrahépatique transitoire de cellules mononucléaires est observé lors de 
l’infection aigüe des souris susceptibles C57Bl/6 alors que la cellularité de la moelle osseuse, 
de la rate et du thymus diminue parallèlement, conséquence du lymphotropisme du MHV3, 
provoquant une immunodéficience systémique progressive (Jolicoeur & Lamontagne, 1994; 
Lamontagne et al., 1997). En effet, bien que les cellules NK et NK-T soient sollicitées dans le 
foie dès 48h p.i., leur permissivité à la réplication virale entraîne leur apoptose post-réplication 
et une chute concomitante de cellules NK dans la rate et la moelle osseuse (Jacques et al., 
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2008; Lehoux et al., 2004). La perte des cellules NK et NK-T intrahépatiques corrèle avec une 
diminution importante des niveaux d’IFN- dans le foie (Jacques et al. 2008),  une cytokine 
importante dans le contrôle de l’infection aigüe  (Jacques et al., 2009a; Vassão & Pereira, 
1994). Une régulation à la baisse des niveaux des cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-
 (Jacques et al. 2008), corrélant inversement avec les taux de cytokines inflammatoires 
(Jacques et al. 2009b), est aussi observée dans le foie des souris infectées. Il a été démontré 
que les chutes des populations NK et NK-T et des cytokines anti-inflammatoires étaient 
amoindries ou absentes chez les souris infectées avec les variants atténués 51.6-MHV3 et 
YAC-MHV3 (Jacques et al. 2008), suggérant un rôle important du maintien de la réponse 
innée et de l’équilibre tolerance/inflammation du foie dans la gravité de l’hépatite. D’autre 
part, la réponse innée dans le SNC lors d’infection par le virus MHV3 n’est absolument pas 
connue. 
 
2.6.5.3.2-  Les anomalies de la réponse immune adaptative lors de l’infection par le   
  MHV3 
 
L’infection aiguë par le MHV3 se traduit aussi par une augmentation transitoire des 
populations de cellules T CD4+ et CD8+ dans le foie (Lamontagne et al. 1997) mais leur 
absence de prolifération en réponse aux mitogènes ConA et PHA suggère des anomalies 
fonctionnelles importantes (Lamontagne et al., 2001). Une chute drastique des populations de 
lymphocytes T et B dans la rate et des sous-populations de cellules T dans le thymus est notée  
dès 48h p.i., se traduisant par une atrophie importante des organes lymphoïdes (Lamontagne et 
al., 1989b; Lamontagne & Jolicoeur, 1991). La perte des lymphocytes thymiques, qui 
n’expriment pas le récepteur viral CEACAM1, résulte plutôt de l’infection des cellules  
stromales et des DC thymiques par le virus, provoquant un retard de maturation et 
indirectement, l’apoptose des thymocytes (Lamontagne & Jolicoeur, 1991; Verinaud et al., 
1998).  D’autre part, il a été montré que la moelle osseuse et plus particulièrement les sous-
populations de cellules B et pré-B, étaient aussi ciblées par l’infection virale. 
L’immunodéficience cellulaire et humorale résultant des pertes lymphocytaires serait un 
facteur aggravant de l’hépatite induite par MHV3 tel que démontré par l’absence de 
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dommages cellulaires et tissulaires dans les organes lymphoïdes des souris résistantes A/J 
infectées par le MHV3 ou encore des souris susceptibles infectées par le variant non 
pathogène YAC-MHV3 (Lamontagne et al. 1989a). 
 
Compte tenu de la fulminance de l’hépatite et de la mortalité rapide des souris infectées avec 
le MHV3, la réponse adaptative cellulaire n’a pas le temps de se développer. Par contre, 
l’infection avec le virus atténué YAC-MHV3, ne provoquant qu’une hépatite subclinique sans 
mortalité, a permis de mettre en évidence une réponse adaptative antivirale. Ainsi, il a été 
montré qu’aucune déficience de lymphocytes T ou B n’était induite dans les organes 
lymphoides. Les lymphocytes CD8 étaient rapidement recrutés dans le foie des souris 
infectées et maintenaient la capacité de répondre à des lectines au contraire de ceux retrouvés 
dans le foie de souris infectées avec le virus pathogène MHV3 (Lamontagne et al., 2001). De 
plus, des niveaux élevés d’anticorps neutralisants étaient retrouvés à plus de 15 jours p.i. Par 
ces deux mécanismes de défense adaptative, l’élimination virale était effective en moins de 15 
jours p.i. 
 
La réponse immune adaptative chez des souris chroniquement infectées par le MHV3 et 
susceptibles au développement d’une maladie neurologique est peu connue. Des diminutions 
significatives de la cellularité du thymus, de la rate et des macrophages ont néanmoins été 
rapportées, quoique moins prononcées que chez les souris susceptibles infectées (Leray et al., 
1982; Jolicoeur & Lamontagne, 1994). Des anticorps anti-MHV3, principalement d’isotype 
IgM, sont retrouvés jusqu’à 60 à 70 jours p.i. mais la production globale d’anticorps anti-
MHV3, tous isotypes confondus, diminue progressivement durant les trois premiers mois p.i. 
puis revient à des valeurs normales chez les souris paralysées. Les réponses humorales 
dépendantes et indépendantes des cellules T semblent fortement compromises chez les souris 
paralysées ou non, de même que l’immunité cellulaire étant donné la faible réactivité des 
cellules T à la ConA (Leray et al., 1982). D’ailleurs, une chute de cellules T et B spléniques 
est observée dès 48h p.i. et leur nombre est maintenu à un bas niveau jusqu’à la mort de 
l’animal. Ces déficits cellulaires originent d’une perte de toutes les sous-populations de 
cellules T au niveau du thymus et des cellules B dans la moelle osseuse (Leray et al., 1982). 
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Des formes anormales de cellules pré-B, menant à la lyse cellulaire, sont aussi générées dans 
la moelle osseuse durant l’infection chronique (Jolicoeur & Lamontagne, 1994).  
 
2.6.5.3.3-   Les réponses innée et adapatative dans le SNC lors d’infections par les  
   sérotypes MHV-A59 et MHV-JHM  
 
Comme les réponses immunes innée et adaptative induites dans le SNC suite à une infection 
aiguë ou chronique par le MHV3 sont peu connues et que des études effectuées avec les 
sérotypes neurotropes MHV-A59 et MHV-JHM ont permis de mettre en lumière la cascade 
d’événements immunitaires initiés suite à l’invasion virale du SNC, il apparaît important de 
tenir compte des mécanismes identifiés avec ces sérotypes. Ainsi, les infections intracraniales 
du SNC avec les virus MHV-A59 et -JHM se manifestent par une régulation à la hausse de 
cytokines et chimiokines proinflammatoires et de métalloprotéases (MMP), lesquelles initient 
et supportent une réponse antivirale robuste (Lane & Hosking, 2010). Un recrutement de 
cellules de l’immunité innée telles que des cellules NK, des neutrophiles et des macrophages 
est observé entre 2 et 5 jours p.i. et corrèle avec l’induction de plusieurs cytokines et 
chimiokines dont l’IL-1, l’IL-12,  l’IFN-, le TNF-les CCL2, CCL5 et CCL3 et à un 
moindre niveau les IFN de type I (Iacono et al., 2006; Lane & Hosking, 2010; Parra et al., 
1997; Rempel et al., 2004; Templeton et al., 2008; Zuo et al., 2006). Ces derniers, sécrétés par 
la microglie suite à la détection virale par l’hélicase MDA-5 (Roth-Cross et al., 2008), 
limiteraient la dissémination virale dans le SNC, entre autre via l’induction d’IFIT2 (IFN-
induced proteins with tetratricopeptide repeats type 2) (Butchi et al., 2014) et seraient 
primordial dans le contrôle de l’infection virale tel que démontré par une mortalité précoce 
chez des souris déficientes pour les récepteurs des IFN- (Roth-Cross et al., 2007). L’IL-6 
et le TNF-, produits par les astrocytes infectés, supporteraient davantage la réponse 
inflammatoire médiée par les cellules de l’immunité innée (Yu et al., 2009). Les neutrophiles 
seraient importants dans le contrôle précoce de l’infection neurologique car il a été montré, 
avec le modèle d’infection par le MHV-JHM, que leur production de MMP9 était responsable 
du bris de la BHE à 4 jours p.i., facilitant la migration subséquente de leucocytes 
inflammatoires (Zhou et al., 2003).  
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D’ailleurs, une infiltration intracérébrale importante de lymphocytes T CD4+ et CD8+, en 
réponse aux chimiokines CXCL9 et CXCL10, est observable entre 5 et 7 jours p.i. (Iacono et 
al., 2006; Marten et al., 2003; Stiles et al., 2006). L’immunité protectrice et le contrôle de la 
réplication virale intracérébrale dépend d’une réponse Th1 effectrice et de l’activité 
cytolytique et la production précoce d’IFN- par les lymphocytes T CD8+ recrutés (Bergmann 
et al., 2003; Rempel et al., 2004). En effet, il a été montré que les granules cytotoxiques 
(perforines et granzymes) des cellules T CD8+ entraînaient la lyse des astrocytes et de la 
microglie infectés alors que l’IFN-, produit par les cellules Th1 et CD8+, contrôlait la 
réplication virale dans les oligodendrocytes (Lin et al., 1997; Parra et al., 1999). La survie et 
l’activité cytolytique des CD8+ étaient fortement dépendantes de la présence des cellules Th1 
(Stohlman et al., 1998; Zhou et al., 2005). Des cellules B, aussi recrutées dans le SNC dès 5 
jours p.i., et leur production subséquente d’anticorps neutralisants (Tschen et al., 2002), ne 
participent pas, contrairement aux cellules T, à l’élimination virale durant la phase aiguë de 
l’infection mais préviendrait la recrudescence virale lors de la phase chronique (Lin et al., 
1999; Ramakrishna et al., 2003). Leur rôle crucial a été mis en évidence chez des souris 
déficientes en lymphocytes B matures et infectées chroniquement avec le MHV-A59 chez 
lesquelles le contrôle de la réplication virale dans le SNC était fortement compromis  
(Matthews et al., 2001). Les souris survivant à la phase aiguë montrent une absence de titres 
viraux intracérébraux et d’infiltration leucocytaire à deux semaines p.i., quoique des 
macrophages et des cellules T sensibilisées demeurent dans le SNC jusqu’à trois mois p.i. 
(Castro et al., 1994; Marten et al., 2000; Ramakrishna et al., 2004). Cependant, malgré la 
réponse immune antivirale induite lors de la phase aiguë,  des antigènes et des ARN viraux 
sont encore détectables dans les oligodendrocytes infectés (Lane et al., 1998) et les souris 
développent, deux semaines plus tard, une neuropathie démyélinisante. Dans le modèle 
d’infection par le MHV-JHM, les principaux effecteurs de la démyélinisation sont les cellules 
T et les macrophages (Lane & Hosking, 2010) alors que la démyélinisation induite lors de 
l’infection avec le MHV-A59 est indépendante des réponses immunes adaptatives humorale 
(Matthews et al., 2002) et cellulaire (Sutherland et al., 1997). 
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2.6.5.4-  Mécanismes d’évasion des virus MHV des réponses immunes de l’hôte  
 
Plusieurs  travaux effectués avec le sérotype MHV-A59 suggèrent l’acquisition par les MHV 
de stratégies virales de contournement des défenses innées en évitant la reconnaissance par les 
PRRs intracellulaires (Rose & Weiss, 2009). Par exemple, il a été montré que le virus est peu 
détecté par les senseurs viraux MDA-5, TLR3 et RIG-I, possiblement par la séquestration des 
ARN viraux dans des vésicules intracellulaires à double membrane lors de la réplication qui 
constitueraient des sites privilégiés (Versteeg et al., 2007; Zhou & Perlman, 2007). Cependant, 
cette capacité d’évasion des senseurs serait spécifique de la nature de la cellule-hôte, car bien 
qu’aucune induction d’IFN-ne soit notée chez les neurones, les astrocytes et les fibroblastes 
infectés, la production par la microglie ne semble pas affectée (Roth-Cross et al., 2008). 
Advenant un échec dans l’évitement de la reconnaissance par les PRR, des composants viraux, 
produits lors du cycle réplicatif, peuvent supprimer ultérieurement l’activation des voies 
antivirales chez les cellules infectées. En effet, il a été rapporté que les protéines virales N, 
nsp1 et nsp3 du MHV-A59  interférent spécifiquement avec la production ou encore avec 
l’activité et la signalisation des IFN de type I (Rose & Weiss, 2009; Ye et al., 2007; Züst et 
al., 2007).  
 
Il a été montré, tel que mentionné précédemment, que la sévérité de l’hépatite induite par le 
MHV3 ne corréle pas avec les niveaux de réplication virale puisque des titres viraux 
comparables ont été rapportés dans le foie de souris de lignés susceptibles et résistantes 
(Lamontagne et al., 1989b). Les analyses histopathologique et cellulaire comparatives du foie 
et des organes lymphoïdes de souris susceptibles et résistantes infectées ont permis de mettre 
en évidence une relation entre la sévérité de l’hépatite et le niveau des désordres cellulaires et 
immunitaires engendrés par l’infection. Il a été proposé que l’intégrité de la moelle osseuse et 
du thymus soit associée à la protection et à la résolution de l’infection par le MHV3 étant 
donné l’absence de désordres lymphopoïétiques chez les souris résistantes A/J (Lamontagne et 
al., 1989b; Jolicoeur & Lamontagne, 1994). En fait, les déficits cellulaires causés par le 
MHV3 au niveau des tissus lymphoïdes primaires conduisent à l’impossibilité de compenser 
les pertes de cellules B et T spléniques. L’immunodéficience humorale et cellulaire 
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systémique résultante contribuerait alors à diminuer les capacités de l’hôte à contrôler 
l’infection virale et à favoriser son élimination (Jolicoeur & Lamontagne, 1989).  
 
D’ailleurs, il a été démontré que les déficits immunitaires périphériques induits lors de 
l’infection aiguë par le MHV3 favorisent la persistance virale et le développement d’une 
neuropathologie chronique. En effet, il a été montré qu’un transfert adoptif syngénique de 
lymphocytes B et T CD4+ et/ou CD8+ à des souris C3H infectées compensait 
l’immunodéficience en restaurant partiellement le pool de cellules T et B dans les organes 
lymphoïdes primaires et secondaires et prévenait l’apparition de désordres neurologiques 
chroniques (Lamontagne et al., 1996). Récemment, des déficiences fonctionnelles des cellules 
T CD8+ intracérébrales, induites lors d’infection chronique par le MHV-JHM, ont été 
proposées comme mécanisme de persistance des MHVs dans le SNC (Phares et al., 2009). Le 
développement de plusieurs variants d’échappement antigénique et de quasi-espèces, générés 
lors d’infections par les MHVs, favorise aussi l’évasion virale des défenses de l’hôte 
(Bergmann et al., 1998; Pewe et al., 1996). 
 
2.7-  Hypothèses 
 
Des dysfonctions au niveau des EC de la BHE et des sinusoïdes hépatiques ont été rapportées 
dans des neuropathologies d’origine virale et lors d’hépatites virales aigues ou chroniques 
(Guzmán-Fulgencio et al., 2011; Spindler & Hsu, 2012). Constituant la porte d’entrée 
obligatoire des virus circulants par voie hématogène afin d’atteindre leurs organes cibles, 
l’endothélium vasculaire peut établir une première ligne de défense antivirale et ainsi prévenir 
la dissémination virale. Cependant, la susceptibilité des EC à l’infection virale pourrait 
compromettre l’intégrité de cette barrière et plutôt favoriser l’infection virale. Les MHV, par 
leur tropisme pour les EC et leur capacité à induire des hépatites et des maladies 
neurologiques de sévérité variable selon les sérotypes (Lane & Hosking, 2010), constituent un 
modèle idéal pour l’étude des dysfonctions des EC de la BHE et des sinusoïdes hépatiques 
induites par l’infection virale. Compte tenu de l’importance des LSEC et des BMEC dans le 
contrôle des infections virales du foie et du SNC respectivement, il est postulé que : 
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Hypothèse générale : Le niveau de pathogénicité des coronavirus pour le foie et le 
cerveau corrèle avec des anomalies fonctionnelles et structurales des LSEC et des BMEC 
induites par l’infection virale.  
 
Les EC des sinusoïdes hépatiques sont les principales cellules responsables de la tolérance 
hépatique. Il a récemment été rapporté que lors d’infections virales, les LSEC pouvaient 
produire des cytokines inflammatoires et promouvoir une immunité anti-virale (Nakamoto & 
Kanai, 2014; Liu et al., 2013). Leur rôle lors d’hépatite virale demeure cependant peu connu. 
Il est bien admis que les dommages hépatiques associés à l’hépatite virale résultent 
principalement d’une réponse immunopathologique exubérante plutôt que de l’infection virale 
(Bortolami et al., 2008). Conséquemment, un débalancement précoce du fragile équilibre entre 
l’activité tolérogénique et pro-inflammatoire des LSEC lors de la phase aiguë de l’infection 
pourrait avoir un impact considérable sur la progression de la maladie en exacerbant la 
réponse inflammatoire et les dommages hépatiques subséquents. L’hépatite aiguë fulminante 
induite par le MHV3 est un modèle privilégié pour l’étude des désordres inflammatoires et 
immunopathologiques associés à l’infection virale (Jolicoeur & Lamontagne, 1994). Il a été 
rapporté que le MHV3 régulait à la baisse les niveaux intrahépatiques des cytokines anti-
inflammatoires IL-10 et TGF- (Jacques et al. 2008) mais augmentait inversement les niveaux 
d’IL-6 et de TNF- (Jacques et al. 2009b). Cependant, la chute des cytokines anti-
inflammatoires était amoindrie ou absente chez les souris infectées avec le variant atténué 
51.6-MHV3, caractérisé par une absence de tropisme pour les LSEC (Jacques et al. 2008).  
 
Hypothèse spécifique 1 :   
Il est donc postulé que l’infection et la réplication du MHV3 dans les LSEC conduisent à une 
perturbation de leurs propriétés tolérogéniques et vasculaires qui contribue à la sévérité de la 
réponse inflammatoire et de l’hépatite.  
 
D’autre part, la réponse inflammatoire hépatique induite lors d’infection virale résulte 
principalement de l’activation des PRR intracellulaires (hélicases et TLR endosomaux) 
(Broering et al., 2011) non seulement dans les LSEC mais dans l’ensemble des cellules 
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hépatiques permissives à la replication virale et impliquées dans la réponse innée. Des 
évidences récentes suggèrent que le TLR2 pourrait aussi contribuer à la reconnaissance virale 
et la réponse inflammatoire subséquente par la détection de protéines virales de surface, mais 
son rôle dans l’hépatite reste inconnu  (Dolganiuc et al., 2004; Hoffmann et al., 2009). 
Néanmoins, des études récentes ont rapporté une sur-expression du TLR2 dans le foie et sur 
les monocytes de patients infectés par HCV corrélant avec le niveau d’inflammation et les 
dommages hépatiques (Riordan et al., 2006; Berzsenyi et al., 2011; Ronit et al., 2013). 
D’autre part, des travaux antérieurs ont montré que l’induction par le MHV3 de la production 
des cytokines inflammatoires TNF- et  IL-6 par des macrophages infectés dépendait de 
l’activation du TLR2 par la glycoprotéine de surface (S) virale plutôt que de sa liaison au 
récepteur CEACAM1a (Jacques et al. 2009b) alors que le sérotype MHV-A59, causant une 
hépatite aiguë modérée, n’induisait pas la production de cytokines inflammatoires via la voie 
TLR2 chez les macrophages (Zhou et al., 2010).  
 
Hypothèse spécifique 2 :  
Il est donc proposé que l’activation spécifique du TLR2 par le MHV3 lors de la phase aiguë de 
l’infection exacerbe la réponse inflammatoire et les dommages hépatiques et soit un facteur 
important de la pathogénicité de ce sérotype. 
 
La BHE, en contrôlant les échanges sang-cerveau et en prévenant l’invasion cérébrale par la 
majorité des agents pathogènes, joue un rôle determinant dans le maintien de l’homéostasie du 
SNC (Hawkins & Davis, 2005). Certains virus ont néanmoins développé des stratégies visant 
à compromettre l’intégrité de la BHE pour envahir le SNC et causer des neuropathologies 
suite à une infection primaire périphérique (Spindler & Hsu, 2012). Les mécanismes de 
neuroinvasion privilégiés par les CoV n’ont pas encore été élucidés. Il a néanmoins été 
rapporté que lors d’infections par voie i.p. avec les sérotypes fortement hépatotrope MHV3 et 
moyennement hépatotrope MHV-A59, le MHV3 pouvait se disséminer au cerveau suivant une 
réplication primaire dans le foie (Tardieu et al., 1986; Lavi et al., 1986), suggérant que 
l’intégrité des EC de la BHE et/ou que leur capacité à contrôler l’invasion virale du SNC soit 
différemment affectées selon la virulence des sérotypes. Puisqu’il été démontré que les MHV3 
et MHV-A59 se fixent au même récepteur viral CEACAM1a présent sur les BMEC (Joseph et 
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al., 1995, Godfraind et al., 1997), d’autres facteurs que la permissivité des BMEC à l’infection 
virale pourraient être impliqués dans la spécificité d’invasion de la BHE par le MHV3. 
 
Hypothèse spécifique 3 :  
Il est donc postulé que l’invasion cérébrale par le MHV3 corrèle avec des déficits dans le 
contrôle de l’infection hépatique primaire et soit conséquente à une altération directe ou 
indirecte des protéines de jonctions serrées des BMEC par l’infection virale.  
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3.1-  Article 1 :   Mouse hepatitis virus infection reverts liver sinusoidal endothelial cell 
tolerogenic functions in acute hepatitis.  
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3.1.1-  Abstract 
 
Under physiological conditions, the liver parenchymal and non-parenchymal cells preserve 
hepatic tolerance to self and gut-derived antigens. The liver sinusoidal endothelial cells 
(LSECs) act as primary mediators of hepatic immune tolerance in expressing anti-
inflammatory mediators. Upon viral infection, LSECs can switch from a tolerogenic to an 
immunogenic phenotype and release proinflammatory factors, but the importance of such 
reversion in an imbalance between antiviral innate immune defense and inflammation-driven 
hepatic damages during acute viral hepatitis is poorly known. Using the highly hepatotropic 
mouse hepatitis virus (MHV) type 3, that induces fulminant hepatitis, and its attenuated 
variants 51.6-MHV3 and YAC-MHV3, having lower tropism for LSECs, we investigated in 
vitro the impact of LSECs infection on their tolerogenic/inflammatory properties, and its 
consequence in the aggravation of acute hepatitis process in vivo. We demonstrated that 
LSECs are permissive in vitro to pathogenic MHV3 replication, and that 51.6-MHV3 and 
YAC-MHV3 infections are delayed due in part to higher IFN- induction. LSECs infection by 
MHV3 disturbed their tolerogenic and vascular functions in promoting release of 
inflammatory TNF-, IL-6 and chemokines CXCL-1, CCL2 and CXCL10, alarmin IL-33, 
caveolin-1, procoagulant factor Fgl-2, simultaneously with reduced production of NO and 
tolerant IL-10 in contrast to the attenuated 51.6- and YAC-MHV3 strains. Dysregulation of 
LSECs by MHV3 was reflected in vivo by fulminant hepatitis, disturbances in vascular factors 
and higher levels of viral replication, inflammatory cytokines and chemokines when compared 
with 51.6- and YAC-MHV3 strains. These results highlight that productive infection of 
LSECs and consecutive alteration of their tolerogenic and vasoactive properties is a key 
element in the severity of inflammatory responses and liver damages during acute viral 
hepatitis. 
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3.1.2-  Introduction 
 
Under physiological conditions, the liver is continuously exposed to gut-derived food and 
microbial antigens (such as LPS) via the portal circulation and adopts mechanisms of immune 
tolerance to prevent LPS-driven inflammatory responses. Given their anatomical situation and 
their high numbers of fenestrations, liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) act as a sieving 
barrier to control exchanges between the blood and the liver parenchyma and play a major role 
in liver tolerance through sentinel and scavenger functions that contribute to hepatic clearance 
of portal delivered antigens (reviewed in Thomson & Knolle, 2010; Wisse et al., 1985). Co-
localized in LSEC fenestrations, caveolin-1 (CAV-1) and endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) interact and control NO release, a major component in the regulation of sinusoidal 
blood flow by LSECs (Oda et al., 2003; Yokomori et al., 2001). 
 
In agreement with their tolerogenic functions, LSECs were shown to display a restricted toll 
like receptor activation profile to gut-derived microbial products (Kern et al., 2010; Wu et al., 
2010) and produce high amounts of immunosuppressive cytokines, such as tumor growth 
factor (TGF)- and IL-10 that promote liver tolerance and tissue regeneration (Bissell et al., 
1995; Knolle et al., 1998). LSECs were also shown to tolerogenize activated CD8+ T cells 
through their constitutive expression of the inhibitory ligand PD-L1 and to promote 
differenciation of naive CD4+ T cells into regulatory T cells (Diehl et al., 2008; Kruse et al., 
2009). However, upon viral infection or stimulation by TLR1/2, but not TLR3 or TLR4 
ligands, LSECs switch to an immunogenic state and can induce virus-specific CD8+ T cell 
immunity through a CD80 and CD86-independent mechanism (Liu et al., 2013). 
 
Hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV) infections are serious health problem 
infecting over 350 million and 170 million people worldwide respectively (Lavanchy, 2009; 
Yang et al., 2015). Most liver damages caused by HBV/HCV infection are primarily attributed 
to the exacerbated immunopathological response triggered by viral infection rather than direct 
injury caused by viral replication (Bortolami et al., 2008; Moriyama et al., 1990). Previous 
studies have reported that LSECs exhibited high capacity to take up HBV and HCV from the 
bloodstream (Breiner et al., 2001; Pöhlmann et al., 2003) and to control HCV replication 
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through production of IFN- (Broering et al., 2008). Other studies rather suggested that 
LSECs promote HCV replication through production of BMP4, a member of the TGF-β 
superfamily (Rowe et al., 2014), and act as a reservoir for HCV transmission to hepatocytes 
(Ludwig et al., 2004). In addition, the alarmin IL-33 and the fibrinogen-like factor 2 (Fgl-2), a 
prothrombinase promoting vascular thrombosis and hepatic inflammation, mainly produced by 
LSECs, are up-regulated in acute liver failure or chronic HBV/HCV infections (Foerster et al., 
2010; Marvie et al., 2010; Roth et al., 2010; Zhu et al., 2005). Since sustained 
hepatic inflammation results in oxidative stress and important damages to parenchyma, the 
identification of the mechanisms that predispose to exacerbation of liver inflammation during 
acute viral hepatitis is crucial to limit extensive immune-mediated hepatocyte injury and 
prevent liver failure. 
 
The well established mouse hepatitis virus type 3 (MHV3) model was used to unravel the role 
of LSECs in hepatic inflammation during the acute phase of viral hepatitis, This virus, 
belonging to coronavirus family, causes fulminant hepatitis with extensive hepatocyte necrosis 
and death of susceptible C57BL/6 mice within 3–4 days (Dupuy et al., 1975). MHV3 infects 
LSECs, hepatocytes, Kupffer and Ito cells (Martin et al., 1994) which are cells expressing the 
carcinoembryonic antigen 1a viral receptor (CEACAM1a) (Belouzard et al., 2012). An 
implication of LSECs in acute hepatitis is supported by previous findings showing early 
structural and vascular disorders during MHV3 infection. Indeed, Steffan et al. (1995) 
reported a reduction in the number of LSECs fenestrations in MHV3-infected mice and 
fulminant hepatitis was associated with viral-induced production of Fgl2 by LSECs (Ding et 
al., 1997). The impact for LSECs infection by MHV3 in liver inflammatory responses is not 
clearly known but decreases in total liver amounts of IL-10, TGF- and PGE2 have been 
reported (Jacques et al., 2008). We have also recently shown that MHV3 induced in vivo the 
production of IL-33 by LSECs, an alarmin released by necrotic cells which leads to 
recruitment of NK-T cells (Arshad et al., 2013). Two attenuated MHV3 variants, the 51·6-
MHV3 and the YAC-MHV3 have lost the ability to infect LSECs and represent suitable viral 
models to unravel the role of LSEC in acute hepatitis. The 51.6-MHV3 variant induces 
moderate liver necrosis and death of susceptible mice within 5–9 days (Martin et al., 1994) 
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while the non-pathogenic YAC-MHV3 induces a subclinical hepatitis characterized by few 
perivascular inflammatory foci and full recovery within 15 days (Lamontagne et al., 1984). 
The less severe hepatic damages and delayed mortality of mice infected with the attenuated 
51.6-MHV3 variant suggest that functional integrity of LSECs may be one determining factor 
in the control of viral infection and/or liver inflammation.  
 
In this study, we provide evidence that in vitro infection of LSECs by the pathogenic MHV3 
leads to enhanced production of inflammatory cytokines and chemokines, Fgl-2, IL-33, and 
CAV-1, and decreased production of NO and IL-10, in contrast to the attenuated 51.6- and 
YAC-MHV3 variants. The transition of LSECs from tolerogenic to inflammatory state also 
occurred in vivo in mice infected with MHV3 but not with the attenuated viruses and 
correlated with severity of hepatitis.  
 
3.1.3-  Material and Methods 
 
3.1.3.1-  Mice 
 
Female C57BL/6 mice (Charles River, St-Constant, Qc, Canada) were housed in a HEPA-
filtered air environment. All experiments were conducted with mice between 8 to 10 weeks of 
age in compliance with the regulations of the Animal Committee of the University of Quebec 
in Montreal. 
 
3.1.3.2-  Viruses 
 
MHV3 is a cloned pathogenic substrain isolated from the liver of infected DBA2 mice. The 
MHV3 virus induces a rapid mortality in C57BL/6 mice within 3 to 4 days post infection (p.i.) 
(Dupuy et al., 1975). The escape mutant 51·6-MHV3 was selected from the pathogenic 
MHV3 virus cultured into L2 cells in the presence of S protein-specific A51 monoclonal 
antibodies (Martin et al., 1994). This variant induces a delayed mortality time (5 to 9 days p.i.) 
and cannot infect LSECs but retained ability to infect KC, hepatocytes and Ito cells. The non-
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pathogenic YAC-MHV3 variant is a cloned substrain produced in persistently infected YAC-1 
cells (Lamontagne & Dupuy, 1984). This variant induces no mortality and lower replicates in 
macrophages. All viruses were passaged less than three times onto L2 cells and their 
pathogenic properties were assessed routinely.  
 
3.1.3.3-  Isolation and purification of LSECs 
 
Mice were euthanized and the portal vein was isolated and injected with 3 mL of HBSS 10nM 
HEPES followed by 3mL of digestion buffer consisting of 0.2% (w/v) collagenase A in HBSS 
10nM HEPES (Sigma Aldrich, St-Louis, MO). The liver was then excised, injected several 
times with digestion buffer and dissociated by a 30 min incubation in 10 ml of digestion buffer 
at 37°C on a shaking plate (200 RPM). The resulting cell suspension was passed through a 
sterile 70uM and a 40uM nylon mesh filter successively (Falcon, BD Biosciences, 
Mississauga, Ont., Canada) and centrifuged at 400g for 10 min. Cell pellet was resuspended in 
3ml of RPMI 1640, layered at the top of a discontinuous 50%/25% Percoll gradient (Sigma 
Aldrich) and centrifuged at 800g for 20 min without brakes. The interphase between the two 
density cushions, containing enriched non-parenchymal cells, was collected and washed with 
PBS. LSECs were then purified using the positive selection PE kit (Stemcell, Vancouver, 
Canada) with an anti-CD146 monoclonal antibody, a specific marker of endothelial cells 
including LSECs (Schrage et al., 2008), according to the manufacturer’s procedure. LSEC 
purity was analyzed by cytometry before each experiment and reached over 90%.  
 
3.1.3.4-  In vitro viral infections  
 
Freshly isolated LSECs were seeded in 24-well plates at a density of 7,5 x 10
5
 cells/ ml in 
RPMI 1640 supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) and antibiotics (Wysent, St-Bruno, 
Qc, Canada). Cells were then infected with 0.1 multiplicity of infection (MOI) of infectious 
MHV3, YAC-MHV3 or 51.6-MHV3 and incubated at 37°C, under 5% CO2 for 24 to 72 h 
according to experiment. Cell culture supernatants were collected for ELISA assays and total 
RNA was extracted for qRT-PCR analysis. 
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3.1.3.5-  siRNA transfection 
 
LSECs were seeded in 24-well plates at 60 000 cells/ml and transfected with 25 nM of siRNA 
Flexitude premix (Qiagen, Cambridge, MA) targeting  TLR2 mRNA (target sequence: 
CTCGTTCTCCAGCATTTAAA) and with the AllStars Negative Control siRNA as 
nonsilencing transfection control for 36 h prior to infection for 24 h. 
 
3.1.3.6-  In vivo viral infections 
 
Groups of 6-7 wild type C57BL/6 mice were intraperitoneally infected with 10
3
 TCID50 of 
MHV3, YAC-MHV3 or 51.6-MHV3. Mock-infected mice received a similar volume of PBS 
(Wysent). Mice were sacrificed by CO2 anoxia at 24, 48 and 72 h postinfection (p.i.), and liver 
and blood were collected and frozen for further analyses. 
 
3.1.3.7-  RNA isolation and RT-qPCR  
 
RNA from in vitro infected LSEC was extracted using NucleoSpin RNA II kit (Macherey-
Nagel, Bethlehem, PA) according to the manufacturer procedure. Total RNA from frozen liver 
samples was extracted using TRIzol reagent (Invitrogen, Burlington, ON) and residual 
genomic DNA was removed with the Turbo DNA-free kit (Ambion, Austin, TX). One g of 
RNA was retro-transcribed into cDNA using the High capacity cDNA reverse transcription kit 
(Applied biosystems, Foster City, CA). Real time PCR amplification was carried out on 25ng 
cDNA using the HotStart-IT™ SYBR® Green qPCR Master Mix (USB Corporation, 
Cleveland, OH) on a ABI 7300 system (Applied Biosystems). Primer sets used are listed in 
Table 3. Threshold cycle values (Ct) were collected and used for “ΔΔCt” analysis. The relative 
gene expression was normalized to HPRT as endogenous control and expressed as a ratio to 
gene expression in mock-infected mice livers or LSECs (level arbitrarily taken as 1). The 
specificity of the PCR products was confirmed by melting curve analyses and all qPCR assays 
were run in duplicate. 
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Table I : Primer sets used for quantitative reverse transcription-PCR 
 
Gene                     Forward primer                                          Reverse primer 
HPRT 5’-GAAAGACTTGCTCGAGATGTCATG-3’ 5’-CACACAGAGGGCCACAATGT-3’ 
IFN- 5’-CGGACTTCAAGATCCCTATGGA-3’ 5’-TGGCAAAGGCAGTGTAACTCTTC-3’ 
IL-6 5’-TCGGAGGCTTAATTACACATGTTC-3’ 5’-TGCCATTGCACAACTCTTTTCT-3’ 
TNF- 5’-TCCCAGGTTCTCTTCAAGGGA-3’ 5’-GGTGAGGAGCACGTAGTCGG-3’ 
CCL2 5’-GCAGCAGGTGTCCCAAAGAA-3’ 5’GGTCAGCACAGACCTCTCTCTTG-3’ 
CXCL10 5’-GGCCATAGGGAAGCTTGAAAT-3’ 5’-TCGTGGCAATGATCTCAACAC-3’ 
ICAM-1 5’- GTCCGCTGTGCTTTGAGAACT-3’ 5’- CGGAAACGAATACACGGTGAT-3’ 
TLR3 5’-TGGGCTGAAGTGGACAAATCT-3’ 5’-TGCCGACATCATGGAGGTT-3’ 
Caveolin-1 5’- GCGCACACCAAGGAGATTG-3’ 5’- CACGTCGTCGTTGAGATGCT-3’ 
TLR7 5’-CAGTGAACTCTGGCCGTTGA-3’ 5’-CAAGCCGGTTGTTGGAGAA-3’ 
MHV-N 5’-TGGAAGGTCTGCACCTGCTA-3’ 5’-TTTGGCCCACGGGATTG-3’ 
RIG-I 5’-GCCAGAGTGTCAGAATCTCAGTCAG-3’ 5’-GAGAACACAGTTGCCTGCTGCTCA-3’ 
MDA-5 5’-GCCCTCTCCTTCCTCTGAGACT-3’ 5’-GCTGGAGGAGGGTCAGCAA-3’ 
IL-33 5’-GCTGCGTCTGTTGACACATTG-3’ 5’-GGGAGGCAGGAGACTGTGTTAA-3’ 
Fgl2 5’- CGTTGTGGTCAACAGTTTGGA-3’ 5’- GATGTTGAACCGGCTGTGACT-3’ 
CXCL1 5’-CCGAAGTCATAGCCACACTCAA-3’ 5’-CAAGGGAGCTTCAGGGTCAA-3’ 
CD31 5’- TGCAGGCATCGGCAAAG-3’ 5’- GCATTTCGCACACCTGGAT-3’ 
IL-10 5’-GATGCCCCAGGCAGAGAA-3’ 5’-CACCCAGGGAATTCAAATGC-3’ 
TGF- 5’-AGCGCTCACTGCTCTTGTGA-3’ 5’-GCTGATCCCGTTGATTTCCA-3’ 
IRF-3 5’-CAAGGACGGAGCCGTGTT-3’ 5’-TCCATGAAGGCAATCAGATCTG-3’ 
IRF-7 5’-AAATGCTGGGCTCCAAACC-3’ 5’-GAGGTCCCCGGCATCAC-3’ 
 
3.1.3.8-  ELISA and nitric oxide assays 
 
Frozen liver samples from C57BL/6 mice were weighted and homogenized in NP40 lysis 
buffer (InVitrogen, Burlington, ON) completed with a protease inhibitor cocktail (Sigma 
Aldrich, St-Louis, MA) and 1 mM PMSF for protein extraction. Liver suspension was kept on 
ice for 30 min and centrifuged 10 min at 13000 RPM. Determination of IFN- (PBL, 
Piscataway, NJ), IL-6, TNF- (BD BioSciences, San Jose, CA) CXCL10, CCL2 
(eBiosciences, San Diego, CA), CXCL1 and IL-33 (R&D systems Minneapolis, MN) in liver 
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lysates and/or LSEC culture supernatants was carried out by ELISA tests. Levels of nitric 
oxide (NO) were quantitated using the Griess reagent assay (InVitrogen, Burlington, ON) 
according to the manufacturer’s procedure. 
 
3.1.3.9-  Histopathological, transaminase levels and immunohistochemical analyses  
 
The histopathological analysis of liver was done by hematoxylin-eosin-safranine staining. 
Determination of serum ALT and AST transaminases was performed according to the IFCC 
primary reference procedures using Olympus AU2700 Autoanalyser
®
 (Olympus Optical, 
Tokyo, Japan). Immunolocalization of IL-33 was performed by histochemistry staining using 
primary goat anti-mouse-IL-33 (R&D System) and secondary HRP-conjugated rabbit anti-
goat antibody (Dako, Markham, Ont, Canada). CAV-1 was stained with OmniMap anti-
Rabbit-HRP (RUO) followed by hematoxylin counterstaining in Ventana machine (Ventana 
Medical Systems, Inc. Tucson, AZ), as previously described (Arshad et al., 2013). 
 
3.1.3.10-  Cytofluorometric studies 
 
Livers were perfused with PBS through the portal vein to remove blood cell contamination 
prior to dissection. Liver tissues were then homogenized and hepatocytes were removed by 
sedimentation. Inflammatory cells were enriched using 35% Percoll gradient (Sigma Aldrich) 
and red blood cells were lyzed with a Tris-buffered ammonium chloride solution. A million 
(10
6)
 of leucocytes were incubated with anti-CD16/32 antibodies (BD Biosciences) to block 
non-specific binding.  
 
Cells were incubated with optimal dilutions of anti-CD3-V500, anti-Gr1-V450, anti-CD11b-
PE-Cy7, anti-CD19-APC, anti-CD4-FITC, anti-NK1.1-PerCP-Cy-5.5 and anti-CD8-APC-Cy7 
antibodies (BD Biosciences) and fixed in PBS containing 2% FCS, 0.01 M sodium azide and 
2% formaldehyde. Stained cells were analyzed on a FACS Aria II ® flow cytometer using BD 
FACS Diva software (BD Bioscience) and the data were processed using CXP software 
(Beckman Coulter, Mississauga, Ont, Canada). Dead cells and doublet cells were excluded on 
the basis of forward and side scatter and analyses were performed on 10,000 events recorded. 
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Myeloid cells, gated by high side scatter, were assessed for CD11b and Gr1 to enumerate 
macrophages (CD11b+Gr1
inter
) and neutrophils (CD11b
+
Gr1
high
).  Lymphoid cells were gated 
according to FSC/SCC and first assessed for NK1.1 and CD3 expression to discriminate NK 
from NKT cells. CD3+NK1.1- T cells were further gated to allow determination of CD4+ and 
CD8+ subpopulations. B lymphocytes were determined by CD19+ CD3- expression. 
  
3.1.3.11-  Virus titration 
 
Frozen liver samples from 24 and 72 h MHV-infected C57BL/6 mice were weighted and 
homogenized in cold PBS. Suspension was then centrifuged at 13000 RPM for 30 min and 
analyzed for viral detection. Viral titration was also performed on LSEC culture supernatants. 
Liver suspension and cell culture supernatants were 10-fold serial-diluted and tested for viral 
presence on L2 cells cultured in 96-well plates. Cytopathic effects (CPE), characterized by 
syncytia and cell lysis, were recorded at 72 h and virus titers were determined according to 
Reed-Muench method and expressed as log10 TCID50. 
 
3.1.3.12-  Statistical analyses 
 
Data are expressed as means ± the standard error of the mean. Statistical analyses for in vitro 
studies were performed with Student’s t-test comparing mock-infected (control) to virus-
infected cells, or MHV3-infected to 51.6-MHV3- or YAC-MHV3-infected cells. Multiple 
group analyses were conducted for in vivo studies and data obtained by qPCR, ELISA and 
viral titration were evaluated by one-way ANOVA test with posthoc Tukey test using PASW 
Statistics software (PASW version 18, IBM SPSS Inc. Chicago, IL). Values of p≤0.05 were 
considered as significant. 
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3.1.4-  Results 
 
3.1.4.1-  In vitro permissivity of LSECs to hepatotropic or attenuated MHV3 strains 
replication depends on IFN- production levels 
 
It was already reported that LSECs are permissive in vitro to infection by the pathogenic 
MHV3 but not by the attenuated 51.6-MHV3 variant (Martin et al., 1994). We first aimed to 
confirm such selective tropism according to MHV3 strains. LSECs were firstly isolated from 
the liver and purified by Percoll gradient and magnetic sorting using the anti-CD146. Figure 
24 section I shows that 87 to 91% of isolated cells expressed CD146, CD54 (ICAM-1), and 
CD31 (PECAM-1) but not F4/80, which is rather expressed by Kupffer cells (Baratta et al., 
2009). Isolated LSECs were then infected with the pathogenic MHV3 or the attenuated 51.6-
MHV3 and YAC-MHV3 strains and viral replication was monitored from 24 to 120 h p.i for 
occurrence of CPE and titration of infectious particles released in cell supernatant. CPE was 
characterized by cell lysis instead of typical MHV-induced giant syncytial cells. CPE occurred 
sooner in MHV3-infected LSECs (Fig. 24, sect. II) as cells were totally lysed at 72 h p.i. while 
CPE in attenuated variant-infected cells were delayed and gradually increased up to 120 h p.i. 
Correlating with earlier CPE, viral titer in supernatant from MHV3-infected LSEC was 
detected as soon as 48 h p.i and decreased at 72 h p.i (p≤0.001) (Fig.24 sect. III) while titers of 
51.6- and YAC-MHV3 were detected only after 96 or 120 h p.i. 
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Figure 7. Highly hepatotropic MHV3 exhibits higher tropism for LSECs than attenuated 
51.6-MHV3 and YAC-MHV3. Mouse LSECs were isolated by Percoll gradient and enriched 
by magnetic sorting with anti-CD146 antibodies. I. LSECs were characterized by 
immunolabelling with antibodies for CD146, CD54, CD31 and F4/80 cell markers and 
cyrofluorometric analysis. II. LSECs were infected with MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3 at 
MOI of 0.1. Cytopathic effects (CPE) were evaluated up to 72 h p.i. and were characterized by 
cell lysis without syncytial cells. III. Kinetics of MHV infections up to 5 days p.i. showing (A) 
CPE evolution, and (B) viral titers in supernatants of LSECs infected with each viral strain. 
All experiments were conducted in triplicate. Results are representative of two independent 
experiments. ***P < 0·001 when comparing MHV3 to 51.6- and YAC-MHV3. 
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Restricted replication of attenuated MHV3 strains in LSECs does not depend on viral fixation 
since all three strains share the same viral receptor CEACAM1a expressed on LSECs 
(Godfraind & Coutelier, 1998; Martin et al., 1994). We hypothesized thus that attenuated 
MHV3 variants elicited higher antiviral IFN-response than MHV3 in LSECs. mRNA 
expression and production of IFN- were then evaluated by qRT-PCR and ELISA in infected 
LSECs. As shown in figure 25A-B, IFN- transcription and production strongly increased in 
51.6-MHV3-infected cells at 48 h p.i. (p≤0.001) while lower levels were induced by YAC-
MHV3 (p≤0.01). The lowest IFN- production occurred in MHV3-infected cells (p≤0.05), 
suggesting that higher IFN- response acts as a protective factor for LSECs against MHV3 
replication. 
 
It was previously demonstrated that IFN- production by LSECs depends on activation of 
endosomal TLR-3 and -7 or intracytoplasmic helicase RIG-I activation (Giugliano et al., 2015; 
Wu et al., 2010). To verify whether higher IFN- production in attenuated MHV3-infected 
LSECs correlated with higher expression of these viral sensors, mRNA expression levels for 
TLR3, RIG-I and also for transcription factors IRF-3 and -7 were evaluated by qRT-PCR in 
LSECs infected with MHV3 and the attenuated strains. Expression levels of TLR-3 and RIG-1 
increased in 51.6- and YAC-MHV3- but not in MHV3-infected LSECs at 48 h p.i.  (p≤0.05 to 
0.01)(Figs 25C and D).  Only RIG-1 gene was slightly increased by MHV3 infection (p≤0.05). 
Expression levels of IRF-3 and IRF-7 gene higher increased in 51.6-MHV3- than MHV3- or 
YAC-MHV3-infected cells (p≤0.05) (Figs 25E and F).   
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Figure 8. Transcription levels of mRNA for IFN-, TLR-3, RIG-1, IRF-3 and IRF-7 and 
production of IFN- in in vitro MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected LSECs. 
LSECs were infected at 0.1 MOI of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 48 or 72 h 
p.i., RNA of infected LSECs with each viral strain was extracted and analyzed for (A) IFN-, 
(C) TLR-3, (D) RIG-1, (E) IRF-3 and (F) IRF-7 mRNA fold changes by qRT-PCR. Values 
represent fold change in gene expression relative to control cells after normalization with 
HPRT expression. All samples were run in duplicate. Protein levels of (B) IFN- were 
quantified by ELISA test at 48 h p.i. in supernatants from LSECs infected with each virus 
strain. All experiments were conducted in duplicate and results are representative of two 
independent experiments. *P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 (infected cells compared to 
uninfected control cells) 
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3.1.4.2-  Attenuated 51.6- or YAC-MHV3 strains favor tolerogenic cytokines production 
by LSECs while pathogenic MHV3 promotes a predominant pro-inflammatory 
cytokines and chemokines profile 
 
We have previously demonstrated that tolerogenic cytokines, such as IL-10, TGF- and PGE2 
(Grewe et al., 1992; Knolle et al., 1995; Bissel et al., 1995) increased in the liver of mice 
infected with the 51.6- and YAC-MHV3 attenuated variants (Jacques et al., 2008). On the 
other hand, LSECs can respond to TLRs ligands or cytomegalovirus and produce TNF- and 
IL-6 (Wu et al., 2010; Kern et al., 2010) indicating that LSECs may adopt a pro-inflammatory 
state upon TLR activation and/or viral infection. We speculated that LSECs may switch from 
a tolerogenic to a proinflammatory phenotype in response to productive infection by the 
pathogenic MHV3 strain but not by the attenuated variants. To address this hypothesis, mRNA 
expression levels and production of tolerogenic (IL-10 and TGF-) and pro-inflammatory (IL-
6, TNF-) cytokines produced by virally-infected LSECs were determined by qRT-PCR and 
ELISA assays. As shown in Fig. 26 section I-A and B, IL-10 mRNA expression and 
production slightly increased at 24 h p.i. in MHV3-infected LSECs but its expression was 
completely abolished at 48 and 72 h p.i. (p≤ 0.001). IL-10 levels rather rapidly or 
progressively increased in 51.6- and YAC-MHV3-infected cells respectively up to 72 h p.i. 
(p≤0.05 to 0.001). TGF- production, however, was not or low induced in both pathogenic and 
attenuated MHV3-infected cells (p≤0.05)(Figs. 26 sect-I-C and D).  
 
TNF- mRNA levels, however, transiently increased only in MHV3-infected LSECs at 24 h 
p.i. (p≤ 0.01) (Fig. 26 sect. I-E) and were completely inhibited at 72 h p.i. by all MHV3 strains 
(p≤ 0.01). Amounts of TNF- released in supernatants of infected LSECs, however, increased 
in all infected cells but remained higher in MHV3 and YAC-MHV3- than 51.6-MHV3-
infected cells (p≤ 0.001 when compared to control cells; p≤ 0.01 when compared to MHV3-
infected cells) (Fig. 26 sect. I-F). mRNA expression of IL-6 gene reached higher levels in 
MHV3- than in 51.6- and YAC-MHV3-infected cells at 24 h p.i. only (p≤ 0.05 to 0.001 when 
compared to control cells ; p≤ 0.01 when compared to MHV3-infected cells ) (Fig. 26 sect. I-
G) and correlated with higher release in supernatant of MHV3-infected cells (p≤ 0.001 when 
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compared to control cells; p≤ 0.001 when compared to MHV3-infected cells)(Fig. 26 sect.  I-
H). 
 
LSECs were already reported to secrete chemokines upon viral infection and/or to enhance 
their production in inflammatory liver disease (Connolly et al., 2010; Peyrefitte et al., 2006). 
To verify whether MHV3-infected LSECs produce higher levels of chemokines, CXCL1, 
CCL2, and CXCL10 mRNA and production levels were determined by qRT-PCR and ELISA 
assays. As shown in figure 3, section II-A to D, CXCL1 and CCL2 expression was highly 
upregulated in MHV3-infected LSECs compared to 51.6- and YAC-MHV3-infected cells at 
24 and 48 h p.i. and was reflected by higher protein levels in cell supernatants (p≤ 0.05 to 
0.001 when compared to control cells; p≤ 0.01 when compared to MHV3-infected cells). 
CXCL10 gene expression and production levels only increased in MHV3-infected LSECs (p≤ 
0.05 to 0.001) (Fig. 26 sect. II- E and F). We have previously shown that induction of 
inflammatory cytokines by MHV3 in macrophages depended on TLR2 signaling (Jacques et 
al., 2009b). TLR2 mRNA expression was upregulated by all viruses but mostly by MHV3 
infection at    24 h p.i. (p≤ 0.05 to 0.01 when compared to control cells; p≤ 0.05 when 
compared to the attenuated MHV3-infected cells) (Fig. 27). Knockdown of TLR2 gene 
expression by siRNA on LSECs prior to infection decreased viral replication (mRNAs of 
MHV-N) and expression levels of IL-6 and CXCL-1 only in MHV3-infected cells (p≤ 0.01 to 
0.001), suggesting a role for TLR2 in MHV3-induced pro-inflammatory phenotype of LSECs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
85 
 
 
0
400
800
1200
1600
2000
CTRL MHV3 51.6-MHV3YAC-MHV3
TG
F
-
(p
g/
m
l)
TGF- D
0
100
200
300
400
500
CTRL MHV3 51.6-MHV3YAC-MHV3
IL
-1
0
 p
g/
m
l)
IL-10 B
*
***
**
0
5
10
24h 48h 72h
F
o
ld
 in
cr
e
a
se
Time postinfection
TNF- E
** ** **
**
0
100
200
300
400
CTRL MHV3 51.6-MHV3YAC-MHV3
T
N
F
-
(p
g
/m
l)
TNF- F
***
***
***
0
10
20
30
24h 48h 72h
Fo
ld
 in
cr
e
as
e
Time postinfection
IL-6 G
***
**
**
* * *
*
**
**
*
0
100
200
300
400
CTRL MHV3 51.6-MHV3YAC-MHV3
IL
-6
 (
p
g
/m
l)
IL-6 H
***
***
***
A
0
5
10
15
24h 48h 72h
Fo
ld
 in
cr
e
as
e
Time postinfection
IL-10
MHV3
51.6-MHV3
YAC-MHV3
C
0
1
2
3
4
24h 48h 72h
F
o
ld
 in
cr
e
a
se
Time postinfection
TGF-
**
**
***
***
* *
I-
******
*
**
***
86 
 
 
Figure 9. Transcription levels of mRNA for IL-10, TGF-, IL-6, TNF-, CXCL1, CCL2 
and CXCL10 genes and their production in in vitro MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-
MHV3-infected LSECs. LSECs were infected at 0.1 MOI of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-
MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., RNA and supernatant from LSECs infected with each viral 
strain were collected. I.  (A) IL-10, (C) TGF-, (E) IL-6, and (G) TNF- mRNA fold changes 
were analyzed by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative to 
control LSECs after normalization with HPRT expression. All samples were run in duplicate. 
Production levels of (B) IL-10, (D) TGF-(F) IL-6, and (H) TNF-were quantified by 
ELISA test in supernatants from infected LSECs at 24 h p.i. II. (A) CXCL1, (C) CCL2, and 
(E) CXCL10 mRNA fold changes were analyzed by qRT-PCR. Values represent fold change 
in gene expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT expression. 
All samples were run in duplicate. Production levels of (B) CXCL1, (D) CCL2, and (F) 
CXCL10were quantified by ELISA test in supernatants from infected LSECs at 24 h p.i. All 
experiments were conducted in duplicate and results are representative of two independent 
experiments. *P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001  
0
10
20
30
40
50
60
24h 48h 72h
Fo
ld
 in
cr
e
as
e
Time postinfection (hrs)
CXCL1
MHV3
51.6-MHV3
YAC-MHV3
0
5
10
15
20
24h 48h 72h
Fo
ld
 in
cr
e
as
e
Time postinfection
CXCL10 E
** ***
1700
1800
1900
2000
2100
2200
2300
CTRL MHV3 51.6-MHV3 YAC-MHV3
C
X
C
L1
0 
(p
g/
m
l)
CXCL10 F
*
B
***
** **
0
1000
2000
3000
4000
5000
CTRL MHV3 51.6-MHV3 YAC-MHV3
C
X
C
L1
 (
p
g/
m
l)
CXCL1
0
4000
8000
12000
16000
20000
CTRL MHV3 51.6-MHV3 YAC-MHV3
C
C
L2
 (p
g/
m
l)
CCL2 D
***
***
***
A
***
*
** **
***
0
4
8
12
16
20
24h 48h 72h
Fo
ld
 in
cr
e
as
e
Time postinfection
CCL2 C
* *
*
*
II-
**
**
**
B
*
**
87 
 
 
Figure 10. Transcription level of TLR2 in MHV3- 51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected 
LSECs and its role in viral replication and expression of IL-6 and CXCL1. A) LSECs 
were infected at 0.1 MOI of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., 
RNA from infected LSECs weas extracted and mRNA expression levels for TLR2 gene was 
determined by qRT-PCR. B-D) LSECs were treated with specific siRNA to TLR2 prior to 
infection for 24h, and  (B) MHV nucleoprotein (MHV-N), (C) IL-6, and (D) CXCL1 mRNA 
expression levels were determined by qRT-PCR. Values represent fold change in gene 
expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT expression. All 
samples were run in duplicate and results are representative of two independent experiments. 
*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared to control cells or to MHV3-infected 
cells. 
 
3.1.4.3-  Attenuated 51.6- and YAC-MHV3 strains do not induce Fgl2, caveolin-1 and 
IL-33 expression neither alter production of NO, as seen in pathogenic MHV3-
infected LSECs 
 
Previous studies have demonstrated that MHV3-induced fulminant hepatitis correlates with 
Fgl-2 production by LSECs, a prothrombinase promoting vascular thrombosis and hepatic 
inflammation (Ding et al., 1997; Ning et al., 1999). In addition, MHV3 replication in 
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vasodilatator factor produced by endothelial cells (reviewed in Oda et al., 2003). In agreement 
with vascular disorders induced during in vivo MHV3 infection, we propose that infection 
with attenuated MHV3 variants do not disturb the vascular functions of LSECs. To verify that, 
expression level of Fgl-2 and quantification of NO in culture supernatants were evaluated in 
infected LSECs. As shown in the figure 28A, Fgl2 gene expression significantly increased 
only in MHV3-infected cells at 48 h p.i. (p≤0.001). The lower levels at 72 h p.i. in MHV3-
infected culture (p≤0.05) reflected total cell lysis. Release of NO was reduced only in MHV3- 
but not in 51.6- or YAC-MHV3-infected cells (p≤0.01)(Fig. 28B). Since production of NO by 
LSECs is negatively regulated by CAV-1 that inhibits endothelial nitric oxide synthase 
(eNOS) activity (Kwok et al., 2009), we hypothesized that infection by pathogenic MHV3 but 
not its attenuated variants increases CAV-1 expression in LSECs. As shown in figure 28C, 
mRNA expression level for CAV-1 gene increased only in MHV3-infected LSECs at 24 and 
48 h p.i. (p≤0.05 to 0.01). Lower levels in CAV-1 expression at 72 h p.i. (p≤0.01) may result 
from high CPE in MHV3-infected cells and/or blockade of CAV-1 transcription in cells 
infected with the attenuated viruses. 
 
MHV3-induced fulminant hepatitis has been recently associated with an increase of IL-33, an 
alarmin secreted mainly by injured LSECs and hepatocytes (Arshad et al., 2013). We 
postulated thus that delayed infection of LSECs by attenuated variants did not increase 
expression of IL-33 in contrast to pathogenic MHV3 infection. As shown in figures 28D and 
E, gene expression and release of IL-33 only increased in MHV3-infected cells (p≤0.001).  
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Figure 11. Transcription levels of mRNA for Fgl2, IL-33 and caveolin-1, and  production 
of NO and IL-33 in in vitro MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected LSECs. 
LSECs were infected at 0.1 MOI of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 48 or 72 h 
p.i., RNA and supernatant from LSECs infected with each viral strain were collected. (A) Fgl-
2, (C) caveolin-1, and (D) IL-33 mRNA fold changes were analyzed by qRT-PCR. Values 
represent fold change in gene expression relative to control LSECs after normalization with 
HPRT expression. All samples were run in duplicate. (B) NO levels were quantified by the 
Griess reaction, and (E) production levels of IL-33 were quantified by ELISA test in 
supernatants from infected LSECs at 48 h p.i. All experiments were conducted in duplicate 
and results are representative of two independent experiments. *P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 
0·001  
 
 
3.1.4.4-  Lower permissivity of LSECs to attenuated MHV3 variant replication 
correlates with reduced hepatic damages and viral replication in liver  
To unravel the in vivo effects of lower permissivity of LSECs to infection by the attenuated 
MHV3 variants on the evolution of hepatitis, C57BL/6 mice were i.p. infected with MHV3 or 
the attenuated viruses for 24 to 72 h p.i., and blood and livers were collected for clinical, 
histopathology and viral titer analyses. As shown in figures 29A and B, blood levels of 
transaminases ALT et AST increased only in MHV3-infected mice at 72 h p.i. (p≤ 0.001)  
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infected mice. Higher viral replication occurred rapidly in the liver of MHV3-infected mice, as 
determined by the expression of the viral nucleoprotein RNA (RT-qPCR) and viral titers (p ≤ 
0.01 to 0.001) (Figs 29 C and D).  
Histopathology of the liver from MHV3-infected mice revealed few inflammatory foci 
surrounding necrotic cells at 24 h p.i. which almost disappeared at 72 h p.i. when hepatocyte 
necrosis became extensive (Fig. 29E). Infection with 51.6-MHV3 revealed inflammatory foci 
only at 72 h p.i. with progressive hepatic damage from 48 to 72 h p.i. while YAC-MHV3 
induced few small inflammatory infiltrates as soon as 24 h p.i. with no observable hepatic 
necrosis even at 72 h p.i. (Fig. 29E and F). These results indicate that MHV3 tropism for 
LSECs is an important aggravating factor of hepatic lesions and MHV3 replication in the 
liver. 
 
 
0
5000
10000
15000
24 48 72
A
LT
 (I
U
/L
)
Time postinfection (hrs)
ALT
Mock
MHV3
51.6-MHV3
YAC-MHV3
***
A
0
5000
10000
15000
24 48 72
A
ST
 (
IU
/L
)
Time postinfection (hrs)
AST *** B
1,5
2,5
3,5
4,5
5,5
6,5
24 72
TC
ID
5
0
 (L
o
g1
0
)
Time postinfection (hrs)
Viral titers
**
D
**
1,E+00
1,E+01
1,E+02
1,E+03
1,E+04
1,E+05
1,E+06
24 48 72
R
N
A
 fo
ld
 c
h
an
ge
s
Time postinfection (hrs)
N-MHV
MHV3
51.6-MHV3
YAC-MHV3
C
**
**
**
*
Mock MHV3 51.6-MHV3
24h p.i.
72h p.i.
YAC-MHV3
E)
91 
 
 
Virus 
 
Time p.i. 
(hrs) 
 
 
Inflammatory 
foci 
 
Hepatic necrosis 
foci 
 
MHV3 
24 + - 
48 ++ ++ 
72 + ++++ 
 
51.6-MHV3 
24 - - 
48 - + 
72 ++ ++ 
 
YAC-MHV3 
24 + - 
48 + - 
72 + - 
 + (scarse foci); ++ (10% of hepatic tissue); +++ (20-30% of hepatic 
 tissue); ++++ ( up to 40% of hepatic tissue) 
 
Figure 12. Hepatic damages and viral replication in highly hepatotropic MHV3- and 
attenuated 51.6- and YAC-MHV3-infected mice. Groups of 5 or 6 C57BL/6 were 
intraperitoneally infected with 1000 TCID50 (tissue culture infective dose 50%) of MHV3, 
51.6-MHV3 or YAC-MHV3. Serum samples from mock- and MHV3-, 51.6-MHV3 and 
YAC-MHV3-infected mice were assayed for (A) ALT and (B) AST activities at 24, 48 and 72 
h p.i. MHV3 replication in livers from each group of infected mice was determined by (C) 
analysis of the nucleoprotein (NP) RNA expression at 24, 48 and 72 h p.i. by RT-qPCR, and 
(D) by viral titration (TCID50) at 24 h and 72 h p.i. Values represent fold change in gene 
expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT expression. (E) 
Histopathological analysis was conducted on livers from mock- and viral-infected mice from 
each group at 24 and 72 h p.i. (F) Occurrence of inflammatory and hepatic necrosis foci in the 
liver of MHV3-, 51.6-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice at 24, 48 and 72 h p.i. **P < 
0·01; ***P < 0·001 when compared to MHV3-infected mice. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F) 
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3.1.4.5-  IFN- production levels are not protective but rather reflect the gravity of 
hepatitis induced by MHV3 viruses 
 
We next aimed to determine whether the lower replication of 51.6- and YAC-MHV3 in the 
liver was associated with higher induction of the antiviral type I IFN pathway as observed in 
in vitro infected LSECs (see Figs 25 A and B). To verify whether IFN- levels increased 
throughout the infection with attenuated MHV3 variants, IFN- mRNA expression and 
production were evaluated in the liver from all groups of infected mice. As shown in Fig. 30A, 
gene expression of IFN- higher increased in MHV3-infected mice and was sustained up to 72 
h p.i. while it was delayed or lowered in 51.6- and YAC-MHV3 infections respectively (p ≤ 
0.001 when to mock-infected mice; p ≤ 0.001 when compared to MHV3-infected mice). 
Quantification of IFN- by ELISA in the liver at 72h p.i. confirmed higher production of IFN-
 in MHV3-infected mice (p ≤0.001) (Fig. 30B). 
 
The expression of TLR-3 and RIG-I in the liver, which are involved in IFN- production in in 
vitro infected LSECs, was earlier and higher induced in MHV3- than 51.6- and YAC-MHV3-
infected mice (p ≤ 0.05 to 0.001 when compared to mock-infected mice) (Figs 30 C and D).  
Accordingly, a higher mRNA expression of IRF-7 occurred in mice infected with MHV3 (Fig. 
30F) (p ≤ 0.05 and 0.001 when compared to mock-infected mice; p ≤ 0.01 and 0.001 when 
compared to MHV3-infected mice). 
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Figure 13. Transcription levels of mRNA for IFN-, TLR-3, RIG-1, IRF-3 and IRF-7 
and production of IFN- in the liver of MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3 infected 
mice. Groups of 5 or 6 C57BL/6 mice were intraperitoneally infected with 1000 TCID50 
(tissue culture infective dose 50%) of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 48 or 72 
h p.i., livers were collected from mock- and viral-infected mice from each group and (A) IFN-
, (C) TLR-3, (D) RIG-1, (E) IRF-3 and (F) IRF-7 mRNA fold changes were analyzed by 
qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice 
after normalization with HPRT expression. Samples from each mouse were run in duplicate. 
Protein levels of (B) IFN-were quantified by ELISA test at 72 h p.i. in the liver of each 
mouse. *P < 0·05; ***P < 0·001 when compared to mock-infected mice or MHV3-infected 
mice. 
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3.1.4.6-  MHV3 infection of LSECs promotes a predominant inflammatory over 
tolerogenic state in the liver exacerbating hepatic inflammation during acute 
hepatitis  
 
The differences in hepatic damage levels caused by pathogenic and attenuated MHV3 strains 
may result from an imbalance in tolerogenic/inflammatory cytokines, as observed in in vitro 
infected LSECs (see Fig. 26). To verify this hypothesis, levels of tolerogenic (IL-10 and TGF-
) and pro-inflammatory (IL-6, TNF-) cytokines were determined by qRT-PCR (from 24 to 
72 h p.i.) and ELISA (72 h p.i.) assays in the liver of all groups of infected mice. As indicated 
in the figure 31, section I-A and B, mRNA expression and production of IL-10 were highly 
induced in the liver of 51.6- and YAC-MHV3-infected mice but not in MHV3-infected mice 
(p ≤ 0.05 to 0.001). Similarly, TGF- mRNA levels were highly induced in the liver of 51.6-
MHV3-infected mice, especially at 24 and 48 h p.i. while they only increased at 72 h p.i. in 
the liver of MHV3-infected mice (p ≤ 0.05)(Fig. 31 , section I-C and D).  On the other hand, 
mRNA expression and production levels of intrahepatic IL-6 were highly up-regulated in 
MHV3-infected mice and, at a lesser extent, by 51.6-MHV3 infection while no induction was 
noted in YAC-MHV3-infected mice (p ≤ 0.05 and 0.001 when compared to mock-infected 
mice; p ≤ 0.01 when compared to MHV3-infected mice) (Fig. 31, sect. I E-F). The production 
of TNF-increased mainly in the liver of MHV3-infected mice while it remained low in mice 
infected with the attenuated strains (p ≤ 0.05 and 0.001 when compared to mock-infected 
mice; p ≤ 0.01 when compared to MHV3-infected mice) (Fig. 31 sect. I G-H). 
 
Loss of tolerogenic status in the liver is accompanied by chemokine production responsible for 
leucocyte attraction at inflammatory sites (reviewed in Zeremski et al., 2007).  As higher 
release of chemokines was induced by the pathogenic MHV3 infection in in vitro infected 
LSECs, (see Fig. 26, section II), we can postulate that chemokines may also be induced more 
potently by MHV3 than attenuated strains in the liver. As shown in figure 31, section II- A 
and B, mRNA and protein levels of CXCL1 rapidly increased in MHV3-infected mice while 
they were delayed or lowered in 51.6- and YAC-MHV3-infected mice, respectively (p ≤ 0.05 
to 0.001 when compared to mock-infected mice; p ≤ 0.01 and 0.001 when compared to 
95 
 
MHV3-infected mice). CCL2 and CXCL10 transcription and production levels increased 
throughout infection by MHV3 but were dramatically reduced in 51.6- or YAC-MHV3-
infected mice (p≤ 0.01 or 0.001 when compared to mock-infected mice; p ≤ 0.05 or 0.001 
when compared to MHV3-infected mice) (Fig. 31, section II- C to F).  
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Figure 14. Transcription levels of mRNA for IL-10, TGF-, IL-6, TNF-, CXCL1, CCL2 
and CXCL10 genes and their production in the liver of MHV3-, 51.6-MHV3- and YAC-
MHV3-infected mice. Groups of 5 or 6 C57BL/6 mice were intraperitoneally infected with 
1000 TCID50 (tissue culture infective dose 50%) of MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 
24, 48 or 72 h p.i., livers were collected from mock- and viral-infected mice of each group. 
Section I: (A) IL-10, (C) TGF-, (E) IL-6, and (G) TNF- mRNA fold changes were analyzed 
by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice 
after normalization with HPRT expression. Production levels of (B) IL-10, (D) TGF-(F) IL-
6, and (H) TNF-were quantified by ELISA test at 72 h p.i. in the liver of each mouse. 
Section II: (A) CXCL1, (C) CCL2, and (E) CXCL10 mRNA fold changes were analyzed by 
qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice 
after normalization with HPRT expression. Production levels of (B) CXCL1, (D) CCL2, and 
(F) CXCL10were quantified by ELISA test at 72 h p.i. in the liver of each mouse. *P < 0·05; 
**P < 0·01; ***P < 0·001 when compared to mock-infected mice or MHV3-infected mice. 
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3.1.4.7-  Loss of liver tolerance induced by pathogenic MHV3 but not the attenuated 
51.6 and YAC-MHV3 variants leads to rapid and higher hepatic recruitment of 
inflammatory neutrophils and severe impairment of NKT, B, and T cells  
 
LSECs are responsible for the recruitment and transmigration of leucocytes during liver 
inflammation (Neumann et al., 2015). We postulated that higher production of chemokines in 
the liver of MHV3-infected mice resulted in higher recruitment of inflammatory cells when 
compared with the attenuated virus strains. Such hypothesis was also supported by differences 
in number and occurrence time of inflammatory foci between groups of infected mice (see 
Fig. 29E).  To determine leukocyte subsets recruited in the liver, intrahepatic mononuclear 
cells were isolated at 24 and 48 h p.i. from all groups of mice, immunolabelled, and the 
percentages of NKT (NK1.1+CD3+) and NK (NK1.1+CD3-) cells, neutrophils 
(CD11b
hi
Gr1
hi
), macrophages (CD11b
+
Gr1
int
), B (CD19+) and T (CD8+ and CD4+) cells were 
analyzed by cytometry and compared to cells from mock-infected mice. As shown in figures 
32A and B (supplemental data), percentages of NKT cells transiently decreased in the liver of 
MHV3-infected mice (p ≤ 0.001). NK cell percentages increased in MHV3- and 51.6-MHV3-
infected mice while they decreased in YAC-MHV3-infected animals (p ≤0.05 and 0.001). 
Neutrophils, however, were earlier but only transiently recruited in the liver of MHV3-
infected mice when compared to 51.6-MHV3 infection (p ≤0.05 and 0.001) (Fig. 32C). 
Percentages of intrahepatic macrophages increased more in MHV3-infected mice (p ≤0.05 to 
0.001) (Fig. 32D). Regarding lymphocyte subsets, B cell percentages decreased mainly in the 
liver of MHV3-infected mice (p ≤0.05 to 0.001)(Fig. 32E) and CD4+ and CD8+ cells were 
reduced in both MHV3- and 51.6-MHV3-infected mice (p ≤0.05 and 0.001) while only CD8+ 
cells were affected by YAC-MHV3 (p ≤0.01) (Figs 32F and G).  
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Figure 15. Percentages of intrahepatic mononuclear cell subsets in livers from MHV3-, 
51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected mice. Intrahepatic mononuclear cells were isolated 
from groups of 5 or 6 mock-infected or MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected 
C57BL/6 mice at 24 and 48 h p.i., immunolabelled with NK1.1, CD3, Gr1, CD11b, CD19, 
CD4 and CD8 monoclonal antibodies and analyzed by cytofluorometry. Percentages of (A) 
NKT (NK1.1+CD3+), (B) NK (NK1.1+CD3-), (C) neutrophils (Gr1
hi
 CD11b
hi
), (D) 
macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells,  (E) (CD19+), (F) CD4 (CD3+CD4+ ) and (G) CD8 
(CD3+CD8+) were evaluated in livers from each group of infected mice and compared to 
mock-infected mice (control). *P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 
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Since a substantial decrease in total number of isolated intrahepatic cells was noted over 
infection time with MHV3 only, the analysis of absolute numbers of each cell subset better 
reflects the recruitment of inflammatory cells. Cell numbers were then determined, using the 
percentage of each subset reported to total number of isolated cells in the liver of each mice. 
As shown in figures 33 A and B, NK-T cells decreased only in the liver of MHV3-infected 
mice (p ≤0.01 and 0.001) while total NK cells were not altered in all infected groups. Number 
of neutrophils, however, increased as soon as 24 h p.i. in MHV3-infected mice and were 
delayed or lower recruited in livers from 51.6- and YAC-MHV3-infected mice respectively (p 
≤0.01 and 0.001) (Fig. 33C). In contrast to that observed with percentages, numbers of 
intrahepatic macrophages increased in the liver of mice infected with attenuated YAC- and 
51.6-MHV3 strains (p ≤0.01 and 0.001) but not with MHV3 (Fig. 33D). The numbers of B 
and T (CD4 and CD8) cells were also dramatically impaired over the course of infection by 
MHV3, but were less altered by 51.6-MHV3 infection or transiently increased at 24 h p.i. in 
YAC-MHV3-infected mice (p ≤0.05 to 0.001) (Figs. 33E, F and G). 
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Figure 16. Numbers of intrahepatic mononuclear cell subsets in livers from MHV3-, 
51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected mice. Intrahepatic mononuclear cells were isolated 
from groups of 5 or 6 mock-infected or MHV3-, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3-infected 
C57BL/6 mice at 24 and 48 h p.i., immunolabeled with NK1.1, CD3, Gr1, CD11b, CD19, 
CD4 and CD8 monoclonal antibodies and analyzed by cytofluorometry. Absolute numbers for 
each cell subset were calculated in using respective percentages reported to total number of 
isolated mononuclear cells in livers of respective groups. Absolute numbers of (A) NKT 
(NK1.1+CD3+), (B) NK ( NK1.1+CD3-), (C) neutrophils (Gr1
hi
 CD11b
hi
), (D) macrophages 
(Gr1
+
 CD11b
int
) cells,  (E) (CD19+), (F) CD4 (CD3+CD4+ ) and (G) CD8 (CD3+CD8+) were 
evaluated in livers from each group of infected mice and compared to mock-infected mice 
(control). *P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001. 
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3.1.4.8-  Expression levels of caveolin-1, Fgl2- and IL-33 in the liver of infected mice 
correlates with tropism of MHV3 strains for LSECs 
 
The vascular functions of LSECs were reported to be disturbed during MHV3 infection (Ding 
et al., 1997; Arshad et al., 2013). As shown in figure 28 above, disorders in CAV-1 and Fgl2 
expression levels as well as NO release were only observed in vitro MHV3-infected LSECs. 
In order to verify whether endothelial vascular dysfunctions also occurred in vivo in MHV3-
infected mice, mRNA levels for CAV-1 and Fgl2 were quantified by qRT-PCR in livers from 
all infected groups of mice. Intrahepatic expression of CAV-1 was also localized by 
immunohistochemistry staining in MHV3 and 51.6-MHV3-infected mice. As shown in figure 
34A, higher increase of CAV-1 mRNA levels were observed at 48 h p.i. in the liver of MHV3-
infected mice while lower or no induction was noted in 51.6- and YAC-MHV3-infected mice, 
respectively (p ≤ 0.05 and 0.001 when compared to mock-infected mice). Immunolocalization 
of CAV-1 revealed specific expression in LSECs and higher induction in the liver of MHV3- 
than 51.6-MHV3-infected mice (see black arrows, Fig. 34B). Gene expression of Fgl2 
increased as soon as 24 h p.i. in mice infected with MHV3 while it was delayed and lower in 
51.6-MHV3 infection or not induced in YAC-MHV3-infected mice (p ≤ 0.05 to 0.001 when 
compared to mock-infected mice ; p ≤ 0.05 when compared to MHV3-infected mice) (Fig. 
34C). 
 
We have observed above that IL-33 increased only in in vitro MHV3-infected LSECs (Fig. 
28). To determine whether IL-33 was also specifically induced in vivo in MHV3-infected 
mice, mRNA expression, production and localization of IL-33 were assayed by qRT-PCR, 
ELISA and IHC, respectively, in livers from all infected groups of mice. As shown in figure 
34D, gene expression of IL-33 increased only in the liver of MHV3-infected mice (p ≤ 0.001) 
while it was rather inhibited in mice infected with 51.6-MHV3 (p ≤ 0.01). IHC staining 
confirmed that IL-33 was only induced in the liver of MHV3-infected mice and mostly 
expressed in LSECs, and at a lesser extent in hepatocytes nuclei, found around necrotic foci 
(Fig. 34F).  
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Taken together, these results strengthen the importance of LSEC-mediated 
tolerogenic/inflammatory balance during acute viral hepatitis to limit liver injury related to 
harmful viral-induced inflammatory response. 
 
 
Figure 17.  Transcription and/or expression of Caveolin-1, Fgl2 and IL-33 in the liver of 
MHV3-, 51.6-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice. Groups of 5 or 6 C57BL/6 (WT) 
were intraperitoneally infected with 1000 TCID50 (tissue culture infective dose 50%) of 
MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3. At 24, 48 or 72 h.p.i., livers were collected from 
mock- and virally-infected mice of each group. mRNA expression for (A) caveolin -1, (C) 
Fgl-2, and (D) IL-33 genes was evaluated by qRT-PCR. Values represent fold change in gene 
expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT expression. (B) In 
situ expression of caveolin-1 and (F) IL-33 were determined by immunohistochemistry in 
livers of mock-, MHV3- and 51.6-MHV3-infected mice at 48 h p.i.. Production levels of (E) 
IL-33were quantified by ELISA test at 72 h p.i. in the liver of each mouse. *P < 0·05; **P < 
0·01; ***P < 0·001 when compared to mock-infected mice or to MHV3-infected mice. 
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3.1.5-  Discussion 
 
In this work, we have confirm that LSECs are permissive in vitro to a rapid and productive 
replication of the highly hepatotropic MHV3 whereas they supported delayed replication of 
attenuated 51.6-MHV3 and YAC-MHV3 variants. MHV3 infection of LSECs involved higher 
production of inflammatory cytokines and chemokines, Fgl-2, alarmin IL-33 and CAV-1 
simultaneously with decrease of NO and IL-10 in contrast with that observed in attenuated 
51.6- and YAC-MHV3-infected LSECs. These results indicate that rapid MHV3 replication in 
LSECs reverts in vitro their tolerogenic functions towards an inflammatory profile. Such 
reversion was reflected in vivo by aggravated hepatitis outcome associated with higher viral 
replication and production of inflammatory mediators in MHV3- than LSECs-restricted 51.6 
and YAC-MHV3-infected mice.  
LSECs, KC and stellate cells, lining the hepatic sinusoids, are firstly responsible for 
tolerogenic properties of the liver (reviewed in Tiegs & Lohse, 2010) but given their 
anatomical situation, they are also the first to interact with hepatotropic viruses. In this work, 
we have demonstrated for the first time that MHV3 tropism for LSECs is an important 
aggravating factor of hepatic damages, viral replication, and exacerbated liver inflammatory 
response. The permissivity of LSECs to highly hepatotropic MHV3 was supported by rapid 
viral replication and CPE in in vitro infected cells. It has been previously reported that in vivo 
and in vitro infections of LSECs by MHV3 were associated with damage and loss of 
fenestrations (Steffan et al., 1995). Replication of the attenuated 51.6- and YAC-MHV3 
viruses was delayed to 96 or 120 h p.i., reflecting their poor tropism for LSECs. In addition, 
low viral nucleocapsid RNA of attenuated variants was detected by qRT-PCR in infected 
LSECs at 24 h p.i., suggesting that either viral particles are not internalized or viral 
transcription is blocked. It was recently reported that LSECs exhibit high-capacity clearance 
of circulating viruses (Ganesan et al., 2011; Simon-Santamaria et al., 2014), suggesting that 
LSECs may sequester attenuated MHV3 particles. This hypothesis, however, is not supported 
by their delayed replication suggesting rather a host cell-dependent control mechanism of viral 
replication. Indeed, our results indicate that delayed viral replication and low CPE observed in 
LSECs infected with the attenuated MHV3 variants correlates with higher IFN- production 
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possibly through activation of TLR3 and/or RIG-1 signaling pathways, suggesting a role for 
IFN- in the lower tropism of 51.6- or YAC-MHV3 variants for LSECs.  Mazaleuskaya et al. 
(2012) have reported that activation of TLR3, but not TLR2, TLR4 or TLR7, induced type I 
IFN-mediated suppression of MHV3 virus production in macrophages. Wu et al., (2010) have 
demonstrated that IFN- production by LSECs depended on TLR3 signaling pathway and 
HCV-infected human LSECs were shown to produce type I or III IFN through TLR7 and 
RIG-1 activation (Giugliano et al., 2015). The IFN--dependent control of attenuated MHV3 
variant replication, however, was lost after 72 h p.i., as viral replication and CPE became 
detectable, suggesting either a decrease in IFN- production or occurrence of reversion 
mutants. Further work will be done to clarify these possibilities. 
 
On the other hand, the low IFN- response in MHV3-infected LSECs, leading to rapid viral 
replication and CPE, may be favored by evasion of viral RNAs from detection by viral sensors 
or blockade of their signaling pathways. We have observed that in contrast to attenuated 
strains, MHV3 induced neither TLR3 nor RIG-1 expression in LSECs, we can thus speculate 
that MHV3 may be lower detected in infected cells. It was previously demonstrated that MHV 
replication partially takes place inside a double membrane vesicle (Perlman & Netland, 2009). 
Such vesicle may possibly protect viral RNAs from detection by cytoplasmic viral sensors. In 
addition, it was previously demonstrated that viral nucleoprotein N can express antagonistic 
effect on type 1 IFN production (Perlman & Netland, 2009). This suggests that higher MHV3 
nucleocapsid production, consequent to higher replication rate in LSECs, may directly block 
IFN-production. Further work will be conducted to address whether viral products or 
evasion strategies are involved in MHV3-induced impairment of IFN-response. 
The inability of attenuated MHV3 variants to establish a rapid and productive infection in 
LSECs, as demonstrated in in vitro studies, correlated with induction of a less severe hepatitis. 
Indeed, 51.6-MHV3 infection resulted in lower viral replication, transaminase levels and liver 
damages than MHV3 infection. The 51.6-MHV3 variant only differs from the pathogenic 
MHV3 by its inability to productively infect LSECs but maintained its virulence for 
hepatocytes, KC and Ito cells (Martin et al., 1994), indicating that the low permissivity of 
LSECs to such variant protects against fulminant hepatitis. In addition, the attenuated YAC-
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MHV3 (Lamontagne & Dupuy, 1984), expressing low ability to replicate in LSECs, also 
induced light and transient hepatic lesions, strengthening the important role of LSECs in the 
control of viral hepatitis. We can thus speculate that low permissivity of LSECs to viral 
replication by these strains may limit transmission of virus progeny to neighbouring 
hepatocytes, thus delaying hepatitis process. 
The in vivo infection by the pathogenic MHV3 in comparison to the attenuated strains, 
however, was accompanied with higher production of IFN- in the liver. The apparent 
discrepancy between the in vitro and in vivo results may reflect the combined IFN- responses 
of several hepatic cells in vivo compared to the single response of in vitro cultured LSECs to 
viral infection. Indeed, IFN- can be produced by several cell types, such as KC, 
macrophages, dendritic cells and hepatocytes upon viral infection (Heim & Thimme, 2014). 
High IFN-levels in the liver of MHV3-infected mice correlated with increased expression of 
TLR3, RIG-1 and IRF-7 genes, suggesting a role for these pathways in IFN- production. 
Transcription of these genes was not induced by MHV3 in in vitro infected LSECs supporting 
the possibility that other hepatic cells are mainly involved in IFN- production in vivo. 
Accordingly, LSECs are not considered as a major source of IFN- (Heim & Thimme, 2014). 
Nevertheless, higher IFN- production in liver did not protect against MHV3-induced 
hepatitis. Rather, IFN- levels correlated with viral load and severe hepatic lesions in MHV3-
infected mice. It was already observed that a peak of IFN production coincided with high viral 
replication in peritoneal macrophages from MHV3-infected C57BL/6 mice while less virus 
and weak IFN response were observed in cells from mice genetically resistant to MHV3 
infection (Schindler et al., 1982). Indeed, the lower levels of IFN- in the liver of mice 
infected with the attenuated MHV3 variants correlated with lower viral load, probably 
resulting from an early control of viral replication by LSECs that delayed replication in the 
hepatic parenchyma. 
 
We report here for the first time that productive in vitro infection of LSECs by MHV3 reverts 
their physiological tolerogenic functions in promoting a pro-inflammatory phenotype. Indeed, 
MHV3 infection induced high levels of IL-6, TNF-andchemokines while attenuated MHV3 
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strains rather promoted release of tolerogenic IL-10. Such  reversion was reflected in vivo by 
higher increases of inflammatory cytokines and chemokines in the liver of MHV3-infected 
mice while levels IL-10 and/or TGF- were only found in the liver of mice infected with the 
attenuated strains. These results are in line with our previous observations of higher 
intrahepactic levels of anti-inflammatory cytokines in the liver of mice infected with 51.6- and 
YAC-MHV3 (Jacques et al., 2008) and support that preservation of LSECs tolerogenic 
functions during acute hepatitis is imperative to control viral-induced detrimental 
inflammatory responses. 
 
Imbalance in tolerogenic and inflammatory cytokine profiles according to infection by 
pathogenic or attenuated MHV3 strains may reflect differential TLRs activation by viral 
fixation and/or replication. In agreement, we observed increased expression of TLR3 in 
attenuated MHV3 strains-infected LSECs while TLR2 was rather induced in MHV3-infected 
cells. We have already demonstrated that IL-6 and TNF- production by MHV3-infected 
macrophages resulted from TLR2 activation by surface (S) viral protein (Jacques et al., 
2009b). The production of TNF- by LSECs is known to depend on TLR1 to 4, -6 and -8 
while IL-6 is produced following activation of TLR1 to 4 only (Wu et al., 2010; Broering et 
al., 2011). TLR2 sensing of viral capsids from adeno-associated viral vectors at LSEC surface 
was also shown to upregulate inflammatory cytokines but not type I IFN, in contrast to TLR3 
(Hösel et al., 2012). It was also demonstrated that TLR1/2 ligand (PamC3), but not TLR3 
ligand (poly I:C) or LPS reverted the suppressive properties of LSECs (Liu et al., 2013). Since 
TLR2 knockdown in in vitro MHV3-infected LSECs resulted in significant decreased 
expression of IL-6 and CXCL1, TLR2 induction and activation by MHV3 may be one 
dertermining factor in MHV3-induced conversion of LSECs to an inflammatory phenotype. In 
agreement, lower hepatitis severity and inflammatory responses were observed in TLR2 
knock-out mice (submitted paper). 
 
The differences in chemokine levels induced by the pathogenic and attenuated MHV3 strains 
may explain the differences in intrahepatic leukocyte recruitment observed. Indeed, lower 
levels of the chemokines CXCL1 and CCL2 in livers from 51.6- and YAC-MHV3-infected 
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mice correlated with delayed or lower intrahepatic recruitment of neutrophils and 
macrophages (Zeremski et al., 2007) as well as with smaller inflammatory foci without 
extensive necrosis areas in these mice. On the other hand, despite high induction of 
chemokines throughout infection with MHV3, neutrophils were only transiently recruited and 
numbers of NKT, T and B lymphocytes progressively decreased while they were preserved or 
less affected in mice infected with the attenuated strains. We have previously demonstrated 
that intrahepatic NKT cells undergo higher apoptosis following infection by MHV3 than 
YAC-MHV3 (Jacques et al., 2008) and that B and T cells are decreased in lymphoid organs 
during MHV3 infection, affecting lymphocyte recruitment into the liver (Lamontagne et al., 
1989). The lower decrease of intrahepatic B and T lymphocytes in mice infected with the 
attenuated variants may reflect lower viral-induced cell depletions in lymphoid organs, as 
previously reported in YAC-MHV3-infected mice (Lamontagne et al., 1989; Lamontagne et 
al., 2001). We can thus hypothesize that MHV3 infection breaks LSEC-mediated liver 
tolerance in promoting high liver inflammatory response and chemokine production that favor 
cell recruitment, but subsequent infection of recruited permissive cells may compromise the 
efficiency of antiviral innate defense, contributing to dissemination of viral infection to 
hepatocytes and hepatic damages.  
 
Dysfunctions of LSECs can also lead to disturbed regulation of hepatic microcirculation 
favoring intravascular coagulation, focal ischemia and liver injury. Sinusoidal blood flow is 
controlled by several vasoactive factors produced by LSECs such as endothelin-1 (ET-1) and 
nitric oxide (NO) that act antagonistically to favor constriction and dilatation of hepatic 
sinusoids respectively (reviewed in Oda et al., 2003). LPS and oxidative stress conditions are 
known to favor vasoconstriction of hepatic sinusoids that ultimately leads to intrahepatic 
portal hypertension and liver injury (Kwok et al., 2009). It has been reported that LPS-induced 
disruption of ET-1/NO balance was mediated through induction of CAV-1, which negatively 
interacts with the activity of endothelial NO synthase (Kamoun et al., 2006; Kwok et al., 
2009). CAV-1 is thus a key signaling molecule involved in stress-induced vascular 
dysfunctions. We have observed that MHV3 infection of LSECs induced CAV-1 expression 
and concomitant reduction of NO production while such disorders were absent in attenuated 
51.6- and YAC-MHV3-infected LSECs, indicating that vascular functions of LSECs are also 
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impaired by MHV3 infection. It was already reported that susceptibility of mice to MHV3 
infection inversely correlated with levels of NO in the liver, but the mechanism was not 
clearly elucidated (Tsuhako et al., 2006). Moreover, an increased release of the Fgl2 
procoagulant factor by LSECs was associated with liver necrosis and MHV3-induced 
fulminant hepatitis (Marsden et al., 2003). We have shown that Fgl2 expression by LSECs 
only increased following MHV3 infection. It has been already proposed that the viral 
nucleocapsid protein is involved in Fgl2 induction, supporting that Fgl2 levels correlate with 
viral replication (Ning et al., 2003). Liu et al. (2015) have also recently reported that TNF- 
could promote Fgl2 expression in LSECs.  
 
Thus, the combination of CAV-1/NO imbalance and Fgl2 induction in MHV3-infected LSECs 
may contribute to aggravate hepatitis though vascular disorders favoring hypertension, 
hypoxia and liver necrosis. In addition, we can suppose that intravascular resistance, 
consecutive to NO defect, may be another contributing factor to impair leukocyte trafficking 
into the liver of MHV3-infected mice. Accordingly, low or no hepatic microcirculation 
disturbances in attenuated 51.6- and YAC-MHV3-infected mice may favor a greater 
recruitment of lymphoid cells, as observed, leading to rapid efficient antiviral responses 
(Lamontagne et al., 2001).  
 
Finally, necrotic cells in liver are known to secrete alarmins such as HMGB-1 and, more 
recently, the IL-33 (Arshad et al., 2012). In agreement with our previous in vivo observations, 
IL-33 production increased in the liver of MHV3-infected mice in both LSECs and 
hepatocytes but the mechanism involved was not yet elucidated (Arshad et al., 2013). Herein, 
our in vitro results showed that IL-33 expression only increased in LSECs infected with 
MHV3, suggesting that productive viral replication and subsequent viral-induced cell damages 
are essential for IL-33 production. Indeed, IL-33 was shown to be up-regulated in chronic 
HBV and HCV infections and acute liver failure (Marvie et al., 2010; Roth et al., 2010). In 
addition, high IL-33 serum level was associated with liver damages in HBV and HCV 
infections, suggesting that IL-33 could be a predictive indicator of viral hepatitis evolution 
(Wang et al., 2012a, 2012b).  
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This work with the MHV3 animal model of viral acute hepatitis highlights viral-induced 
dysfunctions of LSECs as a major factor of tolerance breakdown and vascular disorders in 
hepatitis evolution. The use of LSEC-restricted MHV3 variants allowed us to better 
discriminate the importance of LSECs, over other hepatic cell types, in tolerance/inflammation 
imbalance during acute viral infection.   
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3.2.1-  Abstract 
Viral replication in liver is generally detected by cellular endosomal TLRs and cytosolic 
helicase sensors that trigger antiviral inflammatory responses. Recent evidences suggest that 
surface TLR2 may also contribute to viral detection through the recognition of viral coat 
proteins but its role on viral hepatitis outcome remains unknown. In this study, we examined 
in vivo the role of TLR-2 on acute hepatitis process induced by the highly virulent mouse 
hepatitis virus (MHV) type 3, exhibiting abitily to ligate and activate TLR2. To address this, 
C57BL/6 (WT) and TLR2 KO groups of mice were intraperitoneally (i.p) infected with 
MHV3 and compared to infection by the lower virulent MHV-A59 serotype, showing no 
affinity for TLR2. MHV3 infection provoked a fulminant hepatitis in WT mice as evidenced 
by early death time and high AST/ALT levels, histopathological lesions and viral replication 
while hepatitis was less severe in TLR2 KO or WT mice infected with MHV-A59. The 
severity of MHV3-induced hepatitis correlated with higher hepatic expression of TLR2, IFN-
, IL-6, TNF-, CXCL1, CCL2, CXCL10 and the alarmin IL-33 in WT compared to TLR2 
KO mice. Intrahepatic recruitment of neutrophils or macrophages occurred early but 
transiently in MHV3-infected WT mice while it was delayed but thereafter sustained in 
MHV3-infected TLR2 KO and MHV-A59-infected WT mice. Taken together, these results 
support a new aggravating inflammatory role for TLR2 in the fulminance of acute viral 
hepatitis concurrently with viral replication effects on liver cells. Blocking of TLR-2 pathway 
may thus be considered as a new potential therapeutic approach in controlling inflammation-
mediated hepatic damages in acute viral-induced hepatitis. 
3.2.2-  Introduction 
 
Acute liver failure (ALF) is a serious viral and drug-induced liver disease but a large 
proportion of ALF cases are from unknown origin (Bernal et al., 2010). Human hepatitis viral 
infections may present subclinical to severe acute phase patterns precluding to viral clearance 
or, in some cases, leading to chronic hepatitis (reviewed in Rehermann & Nascimbeni, 2005). 
The human hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses infect more than 500 million people 
worldwide (Lavanchy, 2009; Lee, 1997). About 30% of HCV-infected people eliminate the 
virus during the acute phase of the infection while the remaining infected people develop a 
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chronic hepatitis (reviewed in Rehermann & Nascimbeni, 2005). Most HBV-infected people 
clear the virus spontaneously, but some individuals fail to eliminate the virus in the acute 
phase (Lee, 1997). Hepatic lesions occurring during viral infections are associated both with 
inflammatory responses and viral replication (Ramadori et al., 2008), and depend on a poorly 
characterized balance between innate immune cells-virus interactions and the control of viral 
replication.  
 
Host immune recognition of viruses during infections relies mainly on endosomal Toll-like 
receptors (TLR-7/8, 9) and cytosolic helicases (RIG-1 and MDA-5) that sense viral RNA or 
DNA and trigger signaling pathways leading to inflammatory cytokines, chemokines and 
antiviral interferon type 1 (IFN ) production. (reviewed in Broering et al., 2011). IFNs act 
in a paracrine/autocrine manner to upregulate the transcription of numerous genes involved in 
various antiviral mechanisms. Chemokines and cytokines act indirectly against viral invaders 
in recruiting and activating various innate and immune cell subsets (reviewed in Brass & 
Brenndörfer, 2014). 
 
There are increasing evidences that surface TLRs, such as TLR2 or TLR4, may also trigger 
acute inflammatory response against viral infections through recognition of viral coat proteins 
(Dolganiuc et al., 2004; Hoffmann et al., 2009; Martinez et al., 2010; Villalba et al., 2012). 
Activation of TLR2-dependent signaling pathways leads to the production of various 
chemokines involved in the recruitment of NK cells, macrophages, neutrophils and B and T 
cell subsets. In the innate immune phase of the infection, recruited macrophages and 
neutrophils express several TLRs, including surface TLR2 (reviewed in Mencin et al., 2009). 
Recent studies have reported overexpression of TLR-2 in the liver and monocytes from HCV-
infected patients correlating with hepatic inflammation and damages, suggesting a role for 
TLR2 in hepatitis-associated inflammation (Berzsenyi et al., 2011; Riordan et al., 2006; Ronit 
et al., 2013). Nevertheless, the precise contribution of TLR2 in antiviral defenses and hepatitis 
outcome, especially in the acute phase of infection, remains unclear and needs investigation. 
 
The mouse hepatitis viruses (MHV), belonging to coronavirus group, induce acute or 
subclinical hepatitis in mice according to serotypes and are used as models to study viral-
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induced inflammatory and immune disorders in the liver. Following intraperitoneal (i.p.) 
infection, the high hepatotropic MHV3 serotype induces acute lethal hepatitis in C57BL/6 
mice within 4 days postinfection (p.i.) (Le Prévost et al., 1975) whereas the low hepatotropic 
MHV-A59 induces a subclinical hepatitis, presumably related to a rapid type 1 IFN-mediated 
suppression of viral replication by macrophages (Wijburg et al., 1997; Cervantes-Barragan et 
al. 2009). In contrast, inflammatory mediators such as tumor necrosis factor (TNF)-, 
interleukin (IL)-1, transforming growth factor (TGF)-, leukotriene B4 and mouse fibrinogen-
like (Fgl)-2 protein are strongly produced by MHV3-infected macrophages (Pope et al. 1995), 
suggesting that exacerbated inflammatory responses are involved in MHV3-induced 
fulminant hepatitis. Within 72 h of infection, liver dysfunction in MHV3-infected mice results 
from several foci of extensive necrosis (Lamontagne et al., 1989b) in contrast with mice 
infected with MHV-A59 serotype (Lavi et al., 1986).  
 
Hepatocytes represent the main cell target for infection by MHVs although Kupffer cells, 
liver sinusoidal endothelial cells (LSECs) and Ito cells are also permissive to MHV3 infection 
(Martin et al., 1994). All MHV serotypes use the CEACAM1a molecule as viral receptor for 
infection of host cells through interaction with their viral surface (S) protein (Godfraind et 
Coutelier, 1998). However, it has been  previously demonstrated that the differential levels of 
hepatitis, viral replication and necrosis induced by MHV serotypes was largely related to the 
specificity of their viral S protein (Navas et al. 2001), suggesting that interaction with 
molecules other than the viral receptor CEACAM1a may determine their virulence for 
liver.Accrodingly, previous in vivo studies revealed higher levels of IL-6 and TNF- in livers 
from MHV3-infected C57BL/6 mice compared with TLR2 KO mice, suggesting an 
inflammatory role for TLR2 in viral infection (Jacques et al., 2009b). We have demonstrated 
in vitro that TLR2 activation by the MHV3-S coat protein triggers proinflammatory responses 
in macrophages (Jacques et al., 2009b). However, TLR2-dependent inflammatory cytokine 
production has not been reported in MHV-A59-infected macrophages (Zhou et al., 2010).   
 
Intrahepatic Kupffer cells (KC), NK and NK-T cells are considered as major contributors to 
antiviral responses and cytokines and chemokines production that leads to intrahepatic 
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recruitment of leucocytes (Tacke et al., 2009). Recent works suggest that KCs limit the 
severity of hepatitis by removing apoptotic hepatocytes, avoiding the activation of alarmins, 
such as HMGB-1 protein or IL-33, and subsequent neutrophil infiltration (Arshad et al., 2013; 
Sitia et al., 2002, 2011). As all these cells express TLR2 (reviewed in Nakamoto & Kanai, 
2014), the delicate balance between protective or pathological effects of inflammatory 
responses in the liver may be disturbed by viral fixation to TLR2, leading to inflammation-
mediated liver injury concurrently with viral-induced cell necrosis. 
 
In this study, we demonstrate that TLR2 aggravates the high hepatotropic MHV3-induced 
viral hepatitis as evidenced by lower mortality rate, hepatic lesions, viral replication, 
inflammatory cytokine and chemokine levels and no disturbances in intrahepatic 
inflammatory cell, NK, NK-T and T cell recruitment in infected TLR2 KO mice in 
comparison to WT mice. Infection by the lower hepatotropic MHV-A59 induced milder 
hepatitis and inflammation comparable to MHV3-infected TLR2 KO mice, suggesting that 
higher virulence of MHV3 serotype may be related to its specific ability to induce TLR2 
signaling in the liver. 
 
3.2.3-  Material and methods 
 
3.2.3.1-  Mice 
 
Female C57BL/6 (Charles River, St-Constant, Qc, Canada) and TLR2 KO (C57BL/6-129 
Tlr
tm/Kir
/J, Jackson Lab., Bar Harbour, MA) mice were housed in a HEPA-filtered air 
environment. All experiments were conducted with mice between 8 to 10 weeks of age, in 
compliance with the regulations of the Animal Committee of the University of Quebec in 
Montreal (CIPA). 
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3.2.3.2-  Viruses and cells 
 
The high hepatropic MHV3 is a cloned substrain isolated from the liver of MHV3-infected 
DBA2 mice (Dupuy & Rodrigue, 1981). The low hepatotropic MHV-A59 serotype was 
obtained from ATCC (Rockville, MD, USA). Both viruses were replicated in L2 cells as 
previously described (Dupuy & Rodrigue, 1981) and used within 3 passages. Pathogenic 
properties of MHV3 were assessed routinely in mice and on L2 cultures. The mouse 
fibroblastic L2 cell line used for virus production and titration was grown in RPMI-1640 
supplemented with 10% FCS and antibiotics. 
 
3.2.3.3-  In vivo viral infections 
 
Groups of 6-7 wild type C57BL/6 and TLR2 KO mice were infected intraperitoneally (i.p.) 
with 10
3
 TCID50 MHV3 or MHV-A59 viruses. Mock-infected mice received a similar 
volume of PBS. Clinical signs and survival percentages were recorded and mice were 
sacrificed when limit points were reached as determined by CIPA regulations (lethargy and/or 
weight loss exceeding 20%). In other experiments, mice were sacrificed by CO2 anoxia at 24, 
48 and 72h post-infection (p.i.) without regard of clinical signs, and liver and blood were 
collected and processed for further analyses. 
 
3.2.3.4-  Histopathological, transaminase activity and immunohistochemical analyses  
 
The histopathological analysis of liver was done by hematoxylin-eosin staining. Levels of 
serum ALT and AST transaminases were assessed according to the IFCC primary reference 
procedures using Olympus AU2700 Autoanalyser
®
 (Olympus Optical, Tokyo, Japan). 
Immunolocalization of IL-33 or CXCL10 was performed by histochemistry staining using 
primary goat anti-mouse-IL-33 and anti-CXCL10 (R&D System, Minneapolis, MN) and 
secondary HRP-conjugated rabbit anti-goat antibody for IL-33 (Dako, Markham, On) and 
OmniMap anti-Rabbit-HRP (RUO) for CXCL-1 followed by hematoxylin counterstaining in 
Ventana machine (Ventana Medical Systems, Inc. Tucson, AZ), as previously described 
(Arshad et al., 2013). 
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3.2.3.5-  RNA isolation and RT-qPCR  
 
Total RNA from frozen liver samples of C57BL/6 and TLR2 KO mice was extracted using 
TRIzol reagent (In Vitrogen, Burlington, Ont., Canada) and residual genomic DNA was 
removed with the Turbo DNA-free kit (Ambion, Austin, TX). One g of RNA was retro-
transcribed into cDNA using the High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). Real time PCR amplification was carried out on 25ng cDNA 
using the HotStart-IT™ SYBR® Green qPCR Master Mix (USB Corporation, Cleveland, OH) 
on a ABI 7300 system (Applied Biosystems). Threshold cycle values (Ct) were collected and 
used for “ΔΔCt” analysis. Specific primers for HPRT, MHV-nucleocapsid, TLR-2, TLR-3, -4, 
-7, MDA-5, RIG-1, IFN-β, IL-6, TNFα, IL-33, fibrinogen-like factor 2 (Fgl-2), CXCL1, 
CXCL10, and CCL2 were used (Table I). The relative gene expression was normalized to 
HPRT as endogenous control and expressed as a ratio to gene expression in mock-infected 
mice livers (arbitrarily taken as 1). The specificity of the PCR products was confirmed by 
melting curve analyses. 
 
Table II : Primer sets used for quantitative reverse transcription-PCR 
 
Gene                     Forward primer                                          Reverse primer 
        HPRT 5’-GAAAGACTTGCTCGAGATGTCATG-3’ 5’-CACACAGAGGGCCACAATGT-3’ 
IFN- 5’-CGGACTTCAAGATCCCTATGGA-3’ 5’-TGGCAAAGGCAGTGTAACTCTTC-3’ 
IL-6 5’-TCGGAGGCTTAATTACACATGTTC-3’ 5’-TGCCATTGCACAACTCTTTTCT-3’ 
TNF- 5’-TCCCAGGTTCTCTTCAAGGGA-3’ 5’-GGTGAGGAGCACGTAGTCGG-3’ 
CCL2 5’-GCAGCAGGTGTCCCAAAGAA-3’ 5’GGTCAGCACAGACCTCTCTCTTG-3’ 
CXCL10 5’-GGCCATAGGGAAGCTTGAAAT-3’ 5’-TCGTGGCAATGATCTCAACAC-3’ 
TLR2 5’-CCCTGTGCCACCATTTCC-3’ 5’-CCACGCCCACATCATTCTC-3’ 
TLR3 5’-TGGGCTGAAGTGGACAAATCT-3’ 5’-TGCCGACATCATGGAGGTT-3’ 
TLR4 AGCTTCAATGGTGCCATCATT CCAGGTGCTGCAGCTCTTCT 
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TLR7 5’-CAGTGAACTCTGGCCGTTGA-3’ 5’-CAAGCCGGTTGTTGGAGAA-3’ 
MHV-N 5’-TGGAAGGTCTGCACCTGCTA-3’ 5’-TTTGGCCCACGGGATTG-3’ 
RIG-I 5’-GCCAGAGTGTCAGAATCTCAGTCAG-3’ 5’-GAGAACACAGTTGCCTGCTGCTCA-3’ 
MDA-5 5’-GCCCTCTCCTTCCTCTGAGACT-3’ 5’-GCTGGAGGAGGGTCAGCAA-3’ 
IL-33 5’-GCTGCGTCTGTTGACACATTG-3’ 5’-GGGAGGCAGGAGACTGTGTTAA-3’ 
Fgl2 5’- CGTTGTGGTCAACAGTTTGGA-3’ 5’- GATGTTGAACCGGCTGTGACT-3’ 
CXCL1 5’-CCGAAGTCATAGCCACACTCAA-3’ 5’-CAAGGGAGCTTCAGGGTCAA-3’ 
 
 
3.2.3.6-  ELISA assays  
 
Frozen liver samples from C57BL/6 and TLR2 KO mice were weighted and homogenized in 
NP40 lysis buffer (In Vitrogen) completed with a protease inhibitor cocktail  and 1 mM PMSF 
(Sigma Aldrich, St-Louis, MA) for protein extraction. Liver suspension was kept on ice for 30 
min. and centrifuged 10 min. at 13000 RPM. Determination of IFN- (PBL, Piscataway, NJ), 
IL-6, TNF- (BD Biosciences, Mississauga, Ont., Canada), and CXCL1, CXCL10, CCL2 
(eBiosciences, San Diego, CA) levels in liver lysates was carried out according to the 
manufacturer’s procedure. 
 
3.2.3.7-  Virus titration 
 
Frozen liver samples from 24 and 72h MHV3- or MHV-A59-infected C57BL/6 and MHV3-
infected-TLR2 KO mice were weighted and homogenized in cold PBS. Suspension was then 
centrifuged at 13000 RPM for 30 min, 10-fold serial-diluted and tested for viral detection on 
L2 cells cultured in 96-well plates. Cytopathic effects, characterized by syncytia and cell lysis, 
were recorded at 72h p.i. and virus titers were determined according to Reed-Muench method 
and expressed as log10 TCID50. 
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3.2.3.8-  Cytofluorometric studies 
 
Livers were perfused with PBS through the portal vein to remove blood cell contamination 
prior to dissection. After homogenization of liver tissue and elimination of hepatocytes by 
sedimentation, immune cells were purified using 35% Percoll gradient (Sigma Aldrich, St-
Louis, MA) and red blood cells were lyzed with a Tris-buffered ammonium chloride solution. 
A million (10
6)
 of leucocytes were incubated with anti-CD16/32 antibodies (BD Biosciences) 
to block non-specific binding. Cells were then incubated with optimal dilutions of anti-CD3-
V500, anti-Gr1-V450, anti-CD11b-PE-Cy7, anti-CD19-APC, anti-CD4-FITC, anti-NK1.1-
PerCP-Cy-5.5 and  anti-CD8-APC-Cy7 antibodies (BD Biosciences) and fixed in PBS 
containing 2% FCS, 0.01 M sodium azide and 2% formaldehyde. Stained cells were analyzed 
on a FACS Aria II ® flow cytometer using BD FACS Diva software (BD Bioscience) and the 
data were processed using CXP software (Beckman Coulter, Mississauga, Ont, Canada). Dead 
cells and doublet cells were excluded on the basis of forward and side scatter and analyses 
were performed on 10,000 events recorded. Myeloid cells, gated by high side scatter, were 
assessed for CD11b and Gr1 to enumerate macrophages (CD11b+Gr1
inter
) and neutrophils 
(CD11b
+
Gr1
high
). Lymphoid cells were gated according to FSC/SCC and first assessed for 
NK1.1 and CD3 expression to discriminate NK from NKT cells. CD3+NK1.1- T cells were 
further gated to allow determination of CD4+ and CD8+ subpopulations. B lymphocytes were 
determined by CD19+ CD3- expression.  
 
3.2.3.9-  Statistical analyses 
 
Data were expressed as means ± the standard error of the mean. Multiple group analyses for 
PCR, ELISA and viral titers data were evaluated by one-way ANOVA test with posthoc 
Tukey test using PASW Statistics software (PASW version 18, IBM SPSS Inc. Chicago, IL). 
Survival curve comparisons were performed using the Log Rank test. Values of p≤0.05 were 
considered as significant.  
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3.2.4-  Results 
 
3.2.4.1-   TLR2 exacerbates liver damages and increases viral replication in high 
hepatotropic MHV3-infected mice 
 
We previously reported milder MHV3-induced acute hepatitis was less severe in TLR2 KO 
mice (Jacques et al., 2009b). To verify whether TLR2 is involved in the severity of hepatic 
damages and viral replication during acute MHV3 infection, groups of wild type (WT) and 
TLR2 knock-out (KO) C57BL/6  mice were i.p. infected  and survival rates, liver injuries and 
viral load in the liver were evaluated from 24 to 72 h postinfection (p.i.). As shown in figure 
14 section I-A, the mortality rate of MHV3-infected TLR2 KO mice was delayed and occurred 
only from 96 to 120 h p.i. (p ≤ 0.001), in contrast to WT mice, for which mortality started 72 h 
p.i., attaining more than 70% of the mice. Lower serum AST and ALT transaminase levels 
were detected after 72 h p.i. in MHV3-infected TLR2 KO when compared with WT mice (Fig. 
14- sect. I- B and C) (p ≤ 0.001). Viral replication, as determined by the expression of the viral 
nucleoprotein RNA (RT-qPCR) and viral titers, was also lower and delayed in infected TLR2 
KO mice compared to WT mice (Fig.14- sect. I-D and E) (p ≤ 0.05 to 0.001). 
Histopathological analysis of the liver revealed low numbers inflammatory cells surrounding 
necrotic foci in the liver of MHV3-infected WT mice as soon as 24h p.i. (Fig.14- sect. II- B) 
but inflammatory cells, however decreased at 48h p.i. whereas necrotic foci extended until 72h 
p.i. (Fig.14 sect. II-C and D). Inflammatory foci were deleayed and only detected after 48h p.i. 
in infected TLR2 KO mice for which less necrotic foci were observed at 72h p.i. (Fig. 14 sect. 
II-G and H). Taken together, these results suggest that TLR2 deficient mice exhibit milder 
hepatic damages and delayed and/or lower MHV3 replication. 
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Figure 18.  Mortality, hepatic damages and viral replication during MHV3-induced 
hepatitis in C57BL/6 (WT) and TLR2 KO mice.  I. A) Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and 
TLR-2 KO mice were intraperitoneally (i.p.) infected with 1000 TCID50 (tissue culture 
infective dose 50%) of MHV3 particles. The percentages of surviving mice were recorded at 
various times post-infection (p.i.). B-C) Serum samples from MHV3-infected WT and TLR-2
 
KO were assayed for AST and ALT activity from 24 to 72 h p.i. D-E) MHV3 replication in 
livers of infected WT and TLR2 KO mice was determined by analysis of the nucleoprotein 
(MHV-N) RNA expression at 24 to 72 h p.i. by RT-qPCR, and values represent fold change in 
gene expression relative to mock-infected mice after normalization with HPRT expression. 
Viral titration (TCID50) in liver was done at 24 and 72 h p.i. II. Histopathological analysis was 
conducted on livers from mock- and MHV3-infected WT and TLR2 KO at 24, 48 and 72 h p.i. 
Results are representative of two different experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 
0·001) 
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3.2.4.2-   Expression of TLR2 is higher induced than expression of other TLRs or 
helicases in the liver of MHV3-infected mice  
 
Several endosomal TLRs and helicases can be simultaneously activated and up-regulated by 
viral infection, triggering inflammatory responses. We explored the hypothesis that MHV3 
infection may induce higher expression of surface TLR2 than other TLRs or helicase in the 
liver. Thus, the kinetics of surface TLR-2 and -4, endosomal TLR-3 and -7, and helicase RIG-
1 and MDA-5 gene expression were assessed by qRT-PCR in the liver of MHV3-infected WT 
and TLR2 KO mice from 24 to 72 h p.i.. As shown in figure 15A, TLR2 gene transcription 
steadily increased over the course of infection reaching up to 120-fold the expression in mock-
infected mice at 72h p.i. (p ≤ 0.01 to 0.001). As expected, absence of TLR2 gene expression 
was confirmed in both mock- and MHV3-infected TLR2 KO mice. Expression levels of 
endosomal TLR3 or RIG-1 and MDA-5 increased but remained lower than TLR2 gene in both 
groups of infected mice (p ≤ 0.01 to  0.001) (Figs 15C, E and F) whereas the levels of TLR4, 
TLR7 did not change during MHV3 infection (Figs 15B and D). These data support that 
MHV3 infection specially increases expression of TLR2 in the liver of infected mice milder 
affecting affecting other TLRs and helicases. 
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Figure 19.  Transcription levels of TLR-2, TLR-4, TLR-3, TLR-7 and helicases MDA-5 
and RIG-1 genes in the liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 
C57BL/6 (WT) and TLR2 KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 
or 72 h p.i., livers from each group were collected and Toll-like receptors (TLR-2,-3,-4,-7) (A- 
D) and helicases (MDA5 and RIG-1) (E and F) mRNA fold changes were analyzed by qRT-
PCR. Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice 
(arbitrary value of 1) after normalization with HPRT expression. Results are representative of 
two different experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with 
respective mock-infected mice or TLR2 KO compared to WT mice. N.D.: not done  
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3.2.4.3-   TLR2 favors IFN- and inflammatory cytokines and chemokines production in 
the liver of MHV3-infected mice  
 
Dietrich et al. (2010) have previously reported that TLR2 signaling may lead to IFN- 
production and we have reported that the MHV3 glycoprotein S increases in vitro TLR2-
dependent IL-6 and TNF- secretion by peritoneal macrophages (Jacques et al., 2009b). In 
order to verify whether TLR2 can also be involved in IFN and inflammatory cytokine 
responses in vivo, the levels of IFN-, TNF- and IL-6 gene expression were evaluated by 
qRT-PCR and ELISA. As shown in figures 16A and B, transcription and production of IFN- 
increased at 72h p.i in both MHV3-infected WT and TLR2 KO mice (p ≤ 0.001), but levels 
were higher in WT mice (p ≤ 0.001). No increase in IFN- transcription was observed in 
MHV3-infected mice despite increased IRF-7 mRNA levels (results not shown). 
 
As shown in figure 16C, IL-6 gene expression increased throughout the infection in MHV3-
infected WT mice (p ≤ 0.01 and 0.001) and this effect was strongly impaired in infected TLR2 
KO mice, which developped four-fold lower levels at 72h p.i. (p ≤ 0.001). IL-6 secretion 
increased only in the liver of MHV3-infected WT mice (p ≤ 0.001) (Fig. 16D). Lower 
expression of TNF- was also found in the liver of MHV3-infected TLR2 KO than WT mice 
(p ≤ 0.05) (Fig. 16E). Such defect in TNF- mRNA expression correlated with lower secretion 
of this cytokine 72h p.i. (p ≤ 0.001 when compared to mock-infected (CTRL) mice; and p ≤ 
0.01 or 0.001 when comparing TLR2 KO to WT MHV3-infected mice) (Fig 16F).   
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Figure 20.   mRNAlevels and production of IFN- and inflammatory cytokines in the 
liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and 
TLR2 KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., livers 
from each group were collected. mRNA fold increases for IFN- IL-6 (C) and TNF- 
were evaluated by qRT-PCR in livers of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values 
represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) 
after normalization with HPRT expression.  Production levels of IFN-(B) IL-6 (D) and TNF-
Fwere quantified by ELISA test at 72 h p.i. in livers. Results are representative of two 
different experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with respective 
mock-infected mice or TLR2 KO compared to WT mice (underlined)). 
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3.2.4.4-   TLR2 favors alarmin IL-33 but not fgl2 gene expression in the liver of MHV3-
infected mice 
 
We previously reported that expression of the alarmin IL-33 is up-regulated in the liver of 
MHV3-infected C57BL/6 mice correlating with an increase of inflammatory cytokines 
(Arshad et al., 2013). To verify the role of TLR2 in IL-33 induction, mRNA expression levels 
and immunolabelling for IL-33 were assayed in the liver of WT and TLR2 KO mice infected 
with MHV3. As shown in figure 17 section I-A , IL-33 gene expression increased only in the 
liver of infected WT mice at 24 and 72 h p.i. (p ≤  0.01). Immunolocalization assay revealed 
that IL-33 expression was mainly induced in endothelial cells and to lesser extent in 
hepatocytes at 24 and 72 h p.i. and that this induction was lower 48 h p.i. in MHV3-infected 
WT mice (Fig.17 sect.II). 
 
It was previously demonstrated that fulminance of MHV3-induced hepatitis correlates with 
Fgl-2 levels in liver sinusoidal endothelial cells (Ding et al., 1997; Marsden et al., 2003). 
However, as shown in figure 17, sect. I-B, Fgl2 mRNA levels increased in a comparable 
manner up to 72h p.i. in the liver of WT and TLR2 KO MHV3-infected mice (p ≤ 0.05 to 
0.01) 
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Figure 21.  mRNA level and production of IL-33 or fibrinogen-like 2 (Fgl2) gene in the 
liver of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and 
TLR2 KO mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., livers 
from each group were collected.  I- mRNA expression for IL-33 (A) and Fgl2 (B) genes was 
evaluated by qRT-PCR in livers of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values represent 
fold change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) after 
normalization with HPRT expression. II- Expression of IL-33 determined by 
immunohistochemistry in livers of mock-infected (A) and MHV3-infected WT mice at 24, 48 
and 72 h p.i.(B to D). Representative of 6 mice by groups. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 
0·001 when compared with respective mock-infected mice or TLR2 KO compared to WT 
mice (underlined)).  
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3.2.4.5-   TLR2 favors CXCL1, CCL2 and CXCL10 production in the liver of MHV3-
infected mice 
 
Activation of TLR2, 4, and 9 is involved in chemokine production during acute and chronic 
liver diseases (Moles et al., 2014). We thus hypothesized that TLR2 signaling increases 
chemokines production in the liver during MHV3 infection. As shown in figure 18, section I-
A and I-B, mRNA and protein levels of CXCL1 rapidly increased in the liver of MHV3-
infected WT mice in contrast to infected TLR2 KO mice (p ≤ 0.01 to 0.001 when compared to 
respective mock-infected mice; p ≤ 0.05 and 0.001 when comparing TLR2 KO to WT MHV3-
infected mice). CCL2 and CXCL10  transcription and production levels also increased over 
infection time in infected WT mice, and these effects were dramatically lower and delayed in 
infected TLR2 KO mice (p ≤ 0.05 to 0.001 when compared to respective mock-infected mice;  
p ≤ 0.001 when comparing TLR2 KO to WT MHV3-infected mice) (Fig. 18 sect. I- C to F). 
Immunolabelling of CXCL10 showed higher expression levels in hepatocytes of MHV3-
infected WT when compared with TLR2 KO mice at 72h p.i. (Fig. 18, sect. II- A and B). 
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Figure 22.  Expression levels of CCL2, CXCL1 and CXCL10 in the liver of MHV3-
infected WT and TLR2 KO mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 (WT) and TLR2 KO mice were 
i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV3. At 24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were 
collected. I.  mRNA expression for CXCL1 (A), CCL2 (C) and CXCL10 (E) genes was 
evaluated by qRT-PCR in livers from MHV3-infected WT and TLR2 KO mice. Values 
represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) 
after normalization with HPRT expression.  Protein levels of CXCL1 (D), CCL2 (E) and 
CXCL10 (F) in the liver were quantified by ELISA test at 72 h p.i. II. Expression of CXCL10, 
determined by immunohistochemistry, in livers of MHV3-infected WT (A) and MHV3-
infected TLR2 KO (B) mice. Representative of 6 mice by groups. (*P < 0·05; **P < 0·01; 
***P < 0·001 when compared with respective mock-infected mice or TLR2KO compared to 
WT mice (underlined)). 
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3.2.4.6-   TLR2 favors rapid but transient recruitment of neutrophils and macrophages 
in the liver of MHV3-infected mice  
 
To verify whether the increased levels of CXCL1, CCL2 and/or CXCL10 chemokines in the 
liver of MHV3-infected WT mice correlate with higher inflammatory cell recruitment, 
intrahepatic mononuclear cells were isolated from the liver of MHV3-infected WT and 
TLR2KO mice at 24 and 48h p.i., immunolabelled and phenotyped by cytofluorometric 
analysis. The percentages and numbers of NK-T (NK1.1+CD3+) and NK (NK1.1+CD3-) 
cells, neutrophils (CD11b
hi
Gr1
hi
), and macrophages (CD11b
+
Gr1
int
) were then compared 
between groups of mice. Percentages are currently used to present the variations between cell 
subsets. As shown in figure 19A, percentages of neutrophils (CD11b
hi
Gr1
hi
) and macrophages 
(CD11b
+
Gr1
int
) rapidly increased at 24h p.i. in MHV3-infected WT mice (p ≤ 0.05 to 0.001). 
Transient decrease in the percentage of NK-T cells was observed at 24h p.i. only (p ≤ 0.001) 
and NK cells increased only at 48h p.i (p ≤ 0.001). In contrast, the effect on neutrophils and 
macrophages populations were delayed (p ≤ 0.001) in the liver of MHV3-infected TLR2 KO 
mice and no changes in NK and NK-T cells were observed (Fig. 19C). As previously reported 
(Lamontagne et al., 2001), percentages of CD4, CD8 and B lymphocytes decreased in the liver 
of MHV3-infected WT mice at 24 and 48 h p.i. (p ≤ 0.05 to 0.001)(Fig. 19B). Only B and 
CD8 cell percentages, however, decreased in the liver of MHV3-infected TLR2 KO mice (p ≤ 
0.05 and 0.001) (Fig.19D).  
 
Analyses of cell subset percentages, however, are not fully representative of inflammatory cell 
levels when total number of isolated mononuclear cells decreased with time in the liver of 
MHV3-infected mice, as previously reported (Lamontagne et al., 2001). To properly reflect 
the evolution of cell subsets in infected mice, absolute numbers of each inflammatory cell 
subset have been calculated in using the percentage of each cell subset reported to total 
number of cells. As shown in figure 19E, the rapid but transient increase of neutrophil 
percentage in the liver of MHV3-infected WT mice was in accordance with the increase in 
neutrophil numbers at 24 h p.i. only (p ≤ 0.001). However, increase in absolute number of 
macrophages was not as higher (p ≤ 0.05) as increase in percentage. In addition, NK-T and 
NK cell numbers decreased (p ≤ 0.05 to 0.001) in contrast to that seen in percentages while the 
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decreases of CD4, CD8 and B cells were magnified (p ≤ 0.01 to 0.001) (Fig. 19F). Absolute 
numbers of each cell subsets in the liver of MHV3-infected TLR2 KO mice were in agreement 
with their respective percentages since neutrophils and macrophages gradually increased up to 
48 h p.i. (p ≤ 0.001) (Fig. 19G).  Numbers of B cells, but not T cell subsets decreased at 48 h 
p.i. only (p ≤ 0.001) (Fig. 19H).  The extensive cell necrosis in the liver of MHV3-infected 
WT mice at 72 h p.i. did not allow us to isolate sufficient number of cells for accurate 
immunolabellings and cytofluorometric analysis.  
  
Taken together, the severe hepatitis and inflammatory response as well as the transient or 
lower increase in inflammatory cells and decrease of NK, NKT and T cells in the liver of 
MHV3-infected WT but not TLR2 KO mice, support an aggravating role for TLR2 in acute 
hepatitis. 
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Figure 23.  Analysis of intrahepatic mononuclear cells in livers of MHV3-infected WT 
and TLR2 KO mice. Intrahepatic mononuclear cells were isolated from groups of 6 mock-
infected or MHV3-infected C57BL/6 and TLR2 KO mice at 24 and 48 h p.i., immunolabelled 
with NK1.1, CD3, Gr1, CD11b, CD19, CD4 and CD8 monoclonal antibodies and analyzed by 
cytofluorometry. A-D) Percentages of NK-T (NK1.1+CD3+), NK (NK1.1+CD3-), neutrophils 
(Gr1
hi
 CD11b
hi
) and macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells were evaluated in livers from mock- 
and MHV3-infected WT (A) and TLR2 KO (C) mice. Percentages of B (CD19+), and CD4 
(CD3+CD4+) and CD8 (CD3+CD8+) subpopulations of CD3+ NK1.1  cells were similarly 
analyzed (B and D). E-H) Absolute numbers for each cell subset were calculated in using 
respective percentages reported to total number of isolated mononuclear cells in livers of 
mock- and MHV3-infected WT and TLR2 KO mice (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001). 
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3.2.4.7-   Lower hepatic damages and viral replication occur in the liver of TLR2-
independent MHV-A59-infected mice 
 
The closely-related MHV-A59 strain differs from MHV3 by its lower hepatotropism and 
absence of fixation to TLR2 (Zhou et al., 2010). In order to investigate the contribution of 
TLR2 in the severity of acute hepatitis induced by MHV3 infection, comparable study was 
conducted in MHV-A59-infected C57BL/6 (WT) mice. As expected, infected WT and TLR2 
KO mice did not succumb to infection. Histopathological analysis of the liver of MHV-A59-
infected mice from 24 to 72 h p.i. revealed occurrence of inflammatory foci with higher 
number of inflammatory cells (Fig. 20, sect. I- A to C) in contrast to MHV3-infected WT mice 
(Fig. 14- sect. II- A to D). Extensive necrosis areas were not observed in the liver of MHV-
A59-infected mice in comparison to MHV3-infected mice (Fig.20, sect. I- D and E) and 
milder hepatic lesions in MHV-A59-infected mice correlated with lower increases in AST and 
ALT transaminase levels (Fig. 20- sect. II-A and B) (p ≤ 0.001). 
 
Viral replication, as evidenced by nucleocapsid RNA levels and viral titers, was also reduced 
in the liver of MHV-A59-infected mice when compared to MHV3-infected mice (p ≤ 0.05 to 
0.001) (Fig. 20 sect. II- C and D) and was not concurrent with higher IFN-response, since its 
mRNA and protein levels were lower in the liver of MHV-A59-infected mice (p ≤ 0.001 when 
comparing MHV-A59- to MHV3-infected mice) (Fig. 20 sect. II- E and F). 
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Figure 24.  Hepatic damages, viral replication and IFN- production in the liver of 
C57BL/6 mice infected with the lower hepatotropic and TLR2-independent MHV-A59 
strain. Groups of 6 to 7 C57BL/6 mice were i.p. infected with 1000 TCID50 of MHV-A59 or 
MHV3. I- Histopathological analysis was conducted on livers from MHV-A59-infected mice 
at 24, 48 and 72 h p.i. (A to C). Extensive necrotic foci in MHV3-infected mice (D) compared 
with lower necrotic foci surrounded by inflammatory cells in liver from MHV-A59-infected 
mice (E). II- Serum samples from MHV3- and MHV-A59-infected mice were assayed for 
AST (A) and ALT (B) activity at 24 to 72 h p.i. C-D) Replication of MHV-A59 and MHV3 in 
livers of infected mice was determined by analysis of the nucleoprotein (MHV-N) RNA 
expression at 24, 48 and 72 h p.i. by RT-qPCR, and by viral titration (TCID50) at 24 and 72 h 
p.i.. E) mRNA fold increases for IFN- were analyzed in livers from MHV3- and MHV-A59-
infected mice by qRT-PCR at 24, 48 and 72 h p.i. Values represent fold change in gene 
expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) after normalization with 
HPRT expression. F) Protein levels of IFN- in the liver were quantified by ELISA test at 72 
h p.i. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when MHV-A59 is compared to MHV3). 
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3.2.4.8-   Lower expressions of TLR2 and other PRRs, cytokines and chemokines are 
induced in the liver of TLR2-independent MHV-A59-infected mice 
 
We measured significantly higher TLR2 expression in the liver of MHV3-infected WT mice 
relative to other PRRs (see Fig. 15A) and we hypothesize that the milder hepatitis induced by 
the MHV-A59 serotype maybe concurrent to reduced induction of TLR2 expression. As 
shown in figure 21, TLR-2 expression only increased at 72h p.i. (p ≤0.05) in MHV-A59-
infected mice but this response was significantly lower than in MHV3-infected mice (Fig. 
15A). Mitigated induction of TLR3, RIG1 and MDA-5 was also apparent in MHV-A59-
infected mice (p ≤0.01 to 0.001).   
 
 
 
Figure 25.  mRNA levels of TLR-2, -4, -3, -7 and helicases MDA-5 and RIG-1 genes in 
the liver of MHV-A59-infected C57BL/6 mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 mice were i.p. 
infected with 1000 TCID50 of MHV-A59. At 24, 48 or 72 h p.i., livers from each group were 
collected and Toll-like receptors (TLR-2, -3, -4, -7) and helicases (MDA5 and RIG-1) mRNA 
fold changes were analyzed by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression 
relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) after normalization with HPRT 
expression. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with mock-infected mice). 
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Lower expression of PRRs may account for lower cytokine and chemokine responses in the 
liver of MHV-A59 infected mice. As shown in figure 22, hepatic transcription and production 
of IL-6 and TNF- were lower in MHV-A59-infected mice than in MHV3-infected mice (p 
≤0.001) (Figs 22A to D). In addition, no transcription of the alarmin IL-33 and lower and 
delayed transcription of Fgl2 genes were evidenced in the liver of MHV-A59-infected mice 
when compared with MHV3-infected mice (p ≤0.01 to 0.001) (Figs 22E and F). Finally, very 
lower or transient levels of CCL2 and CXCL1 gene expression and production were induced 
in the liver of MHV-A59-infected mice (p ≤0.05 to 0.001 when compared with control group 
or with MHV3-infected mice) (Figs 22G to J). However, even though gene expression of 
CXCL10 was lower in the liver of MHV-A59 infected mice, its production was higher when 
compared to MHV3-infected mice (p ≤0.001 when compared with control mice; p ≤0.01 when 
compared with MHV3-infected mice) (Figs 22K and L). Such higher amounts of CXCL10 
proteins despite lower induction of mRNA transcription suggest the release of preformed 
instead of de novo synthesized CXCL10. 
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Figure 26. Inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a, alarmin IL-33, Fgl2, and 
chemokines CCL2, CXCL1 and CXCL10 higher decrease in the liver of MHV-A59-
infected mice compared to MHV3-infected mice. Groups of 6 or 7 C57BL/6 mice were i.p. 
infected with 1000 TCID50 of MHV3 or MHV-A59. At 24, 48 or 72 h p.i., livers from each 
group were collected. A-D) mRNA fold increases for IL-6 and TNF- genes (A and C) 
evaluated by qRT-PCR at 24, 48 and 72 h p.i., and cytokines levels (B and D), quantified by 
ELISA tests at 72 h p.i., were compared in livers from MHV3- and MHV-A59-infected mice 
E-F) mRNA expression levels for IL-33 (E) and Fgl2 (F) were evaluated by qRT-PCR at 24, 
48 and 72 h p.i in livers from MHV3- or MHV-A59-infected mice. G-L). mRNA expression 
levels for CCL2 (G), CXCL1 (I) and CXCL10 (K) were evaluated by qRT-PCR at 24, 48 and 
72 h p.i in livers from MHV3- or MHV-A59-infected mice. Values represent fold change in 
gene expression relative to mock-infected mice (arbitrary value of 1) after normalization with 
HPRT expression.  Protein levels of CCL2 (H), CXCL1 (J) and CXCL10 (L) were quantified 
in livers by ELISA test at 72 h p.i. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared 
with respective mock-infected mice or MHV-A59- compared to MHV3-infected mice 
(underlined)). 
 
3.2.4.9-   Higher recruitment of neutrophils, NK cells and macrophages is induced in the 
liver of TLR2-independent MHV-A59-infected mice  
 
The higher occurence of inflammatory cell foci in the liver of MHV-A59-infected mice when 
compared to MHV3-infected mice (Fig. 20- sect.I-B and C and Fig. 14- sect.II-B to D) 
suggests a better recruitment of inflammatory cells despite lower chemokine levels. To verify 
this hypothesis, intrahepatic mononuclear cells were isolated from the liver of MHV-A59-
infected mice at 24 and 48 h p.i., immunolabelled and analyzed by cytofluorometry. As shown 
in figure 23A, neutrophil percentages strongly increased as soon as 24 h p.i. (p ≤0.001) while 
NK cells transiently increased (p ≤0.05) and NK-T cell decreased (p ≤0.01 to 0.001). 
Macrophage percentage slightly increased at 48 h p.i. only (p ≤0.05). In contrast to that seen in 
the liver of MHV3-infected WT mice, B cell percentage only decreased at 48 h p.i. (p ≤0.01) 
while no significant reduction in CD4 or CD8 lymphocyte percentages was observed in MHV-
A59-infected mice (Fig. 23B). Analysis of absolute numbers of cell subsets only confirmed 
the recruitment of neutrophils and macrophages. (p ≤0.05 to 0.01) (Fig. 23C) and revealed an 
increase in CD4 but not B and CD8 cells at 48h p.i. (p ≤0.05) (Fig. 23D).  
 
Taken together, the subclinical hepatitis and the lower production of inflammatory factors, 
despite higher numbers in neutrophils, in the liver of TLR2-independent MHV-A59-infected 
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mice further support the aggravating role of TLR2 in the severity of MHV3-induced fulminant 
hepatitis. 
 
 
Figure 27. Analysis of intrahepatic mononuclear cells in the liver of MHV-A59-infected 
C57BL/6 mice.  Intrahepatic mononuclear cells were isolated from groups of 6 mock-infected 
and MHV-A59-infected C57BL/6 mice at 24 and 48 h p.i., immunolabelled with NK1.1, CD3, 
Gr1, CD11b, CD19, CD4 and CD8 monoclonal antibodies and analyzed by cytofluorometry. 
A) Percentages of NK-T (NK1.1+CD3+), NK (NK1.1+CD3-), neutrophils (Gr1
hi
 CD11b
hi
) 
and macrophages (Gr1
+
 CD11b
int
) cells were evaluated in the liver of infected mice. B) 
Percentages of B (CD19+), and CD4 (CD3+CD4+) and CD8 (CD3+CD8+) subpopulations of 
CD3+ NK1.1  cells were similarly analyzed. C-D) Absolute numbers for each cell subset were 
calculated in using respective percentages reported to total number of isolated mononuclear 
cells in the liver (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001 when compared with respective mock-
infected mice). 
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3.2.5-  Discussion 
 
In this work, we demonstrate for the first time an aggravating role for TLR2 in the 
development of acute phase of hepatitis with the MHV3 viral model. Activation of TLR2 can 
be considered as a major factor in the severity of acute hepatitis as evidenced by earlier 
mortality, higher hepatic lesions and viral replication in MHV3-infected WT mice and milder 
or subclinical hepatitis in MHV3-infected TLR2 KO mice and WT mice infected by the 
MHV-A59 serotype, exhibiting no affinity for TLR2. The severity of hepatitis in MHV3-
infected WT mice correlates with higher hepatic expression of TLR2, IFN-, inflammatory 
cytokines and chemokines and the alarmin IL-33. Despite higher chemokine levels, 
neutrophils, macrophages, NK, NK-T  and T cells were only transiently or weakly recruited in 
the liver of MHV3-infected WT mice in contrast to higher and sustained cell recruitment in 
MHV3-infected TLR2 KO or MHV-A59-infected WT mice.  
 
Recently, TLRs have been involved in the pathogenesis and progression of various 
inflammatory hepatic diseases (reviewed in Broering et al., 2011). PRRs such as endosomal 
TLR3 or TLR7 and intracytoplasmic helicases RIG-1 or MDA-5 are activated upon exposure 
to hepatotropic viruses, triggering inflammatory and innate immune responses. Higher TLR2 
gene expression was measured in the liver of MHV3-infected WT mice, when compared to 
other PRRs such as TLR3, RIG-1, MDA-5 or TLR4, suggesting that MHV3 preferentially 
induces TLR2 transcription in the liver. Similar induction of TLR2 was also noted in the 
spleen and the brain of MHV3-infected mice (results not shwn). Ours is the first study 
reporting predominance of TLR2 expression over other PRRs in viral hepatitis at early 
infection.  Higher expression of TLR2 has been recently reported in the liver of chronically-
infected HCV patients or has been associated with disease progression (Ronit et al., 2013; 
Tarantino et al., 2013). Levels of hepatic inflammation in HCV and HCV/HIV infected 
patients correlate with higher hepatic TLR2 and TLR4 gene transcription (Berzsenyi et al., 
2011), suggesting a pro-inflammatory role for TLR2 in hepatitis. Accordingly, blocking of 
TLR2 was recently shown to attenuate ConA-induced experimental hepatitis in mice (Zhou et 
al., 2014). We have previously demonstrated in vitro that MHV3 surface S protein could bind 
to TLR2 on macrophages in association with heparan sulfate and the MHV specific receptor, 
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the CEACAM1a molecule (Jacques et al., 2009b; Godfraind & Coutelier, 1998), suggesting 
that viral fixation to both TLR2 and CEACAM1a may contribute to viral infection and trigger 
TLR2-dependent inflammatory responses. Enhancement of TLR2 expression by MHV3 may 
further favor viral fixation to TLR2-positive resident hepatic cells. Such hypothesis is 
supported by higher viral RNA levels and infectious viral particles in the liver of MHV3-
infected WT mice than in TLR2 KO mice. In contrast, Zhou et al. (2010) reported no 
implication of TLR2 in MHV-A59 infection in macrophages. This observation is consistent 
with lower replication of MHV-A59 in comparison to MHV3 in the liver of WT mice, 
suggesting a new role for TLR2 in viral replication. Following 24 h p.i., MHV3 RNA and 
antigens are expressed in the liver primarily by Kupffer and sinusoidal endothelial cells 
(Décimo et al., 1993; Pereira et al., 1984). Following viral replication and lysis of infected 
cells, viruses reach hepatocytes leading to extensive syncytia and hepatocellular necrosis 
(Martin et al., 1994). All these hepatic target cells express TLR2 and release inflammatory 
factors upon TLR2 activation (Matsumura et al., 2000; Schwabe et al., 2006). Thus, it is 
tempting to assume that these cells may synergistically increase viral replication in the acute 
phase of MHV3 infection and aggravate the outcome of hepatitis.  
 
Type I IFN production by infected cells is a major antiviral mechanism acting in the first days 
of infection. Higher IFNproduction was found in the liver of MHV3-infected WT mice 
when compared to MHV3-infected TLR2 KO mice or MHV-A59-infected WT mice. It has 
been reported that high levels of type I IFN in peritoneal macrophages from MHV3-infected 
C57BL/6 mice correlate simultaneously with high viral replication (Schindler et al., 1982), 
supporting a negligible role of type I IFN in the control of MHV3 replication. Thus, the 
positive correlation between IFN- production and viral replication levels reflects the 
spreading of viral infection and damages in the liver. In agreement, lower viral replication and 
hepatic lesions in MHV3-infected TLR2 KO mice or MHV-A59-infected WT mice correlate 
with lower IFN-productionIn addition, no IFN- gene expression was induced in the liver 
of all infected mice despite of higher increase of IRF-7 mRNA (results not shown), supporting 
low or no antiviral role for type 1 IFN in the control of viral replication and hepatitis.  
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It was already demonstrated that type I IFN depends mainly on TLR3 and helicases RIG-1 and 
MDA-5 engagement by viral RNAs in mouse coronavirus infections (Ireland et al., 2008; 
Roth-Cross et al., 2008; Zhao et al., 2011). Transcription levels of TLR3 and RIG-1 were 
similar in livers of MHV3-infected WT and TLR2 KO mice and lower in MHV-A59-infected 
WT mice, suggesting that higher production of IFN- in MHV3-infected WT mice does not 
depend on these PRRs. We can thus postulate that increased IFN- production in the liver of 
MHV3-infected WT mice may result from MHV3 binding to TLR2. Dietrich et al. (2010) 
have demonstrated that translocation of TLR2 in endolysosomal compartments following 
ligand engagement triggered IFN- production via MyD88/IRF-1/IRF-7-dependent pathway 
in macrophages. Future works will be done to address this hypothesis.  
 
The major consequence of TLR2 engagement is the induction of inflammatory cytokines and 
chemokines through the MyD88-dependent pathway, ultimately leading to activation of NF-
B, and up-regulation of numerous proinflammatory genes such as TNF-α, IL-1β, IL-6, IFN-, 
chemokines and TLRs (reviewed in Melchjorsen, 2013). MHV3-infected WT mice developed 
higher TNF- and IL-6 responses in the liver than MHV3-infected TLR2 KO or MHV-A59-
infected mice. It was reported that TNF- activity is already significant at 24h p.i. in MHV3-
infected mice, even though the virus is not yet detectable in the liver (Devictor et al., 1992), 
suggesting a role for early viral fixation to surface TLR2 in cytokine induction. High hepatic 
levels of TNF- are generally associated with extensive necrosis (Schümann et al., 2000). 
Absence of TNF-, but not IL-6, was recently shown to significantly reduce hepatic lesions 
(AST/ALT) and increase the survival of MHV3-infected mice (Liu et al., 2015). Several 
hepatic cells, as LSECs, hepatic macrophages (KC), hepatocytes and recruited mononuclear 
cells can produce inflammatory cytokines. Preliminary in vitro results revealed that 
hepatocytes and also LSECs (paper submitted) produce significant levels of TNF- and IL-6 
when infected by MHV3. Thus, the upregulated production of inflammatory cytokines and 
chemokines in the liver of MHV3-infected WT mice may be due, at least, to fixation of both 
viral infectious particles and/or free S proteins produced by infected cells to CEACAM1a- and 
TLR2-expressing hepatic cells 
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TLR2 activation also leads to production of chemokines involved in inflammatory cell 
recruitment. High expression of CXCL1, CCL2, and CXCL10, such as seen in the liver of 
MHV3-infected WT mice, suggest neutrophils, macrophages and NK or T cell subsets 
recruitment, respectively (reviewed in Brass & Brenndörfer, 2014). As expected, earlier 
CXCL1 production and concomitant neutrophil recruitment was found in the liver of MHV3-
infected WT mice, indicating that rapid but transient increase in neutrophils may result from 
early CXCL1 release, as demonstrated by Moles et al. (2014). The subsequent loss of 
neutrophils at 48 h p.i., however, does not depend on decreased CXCL1 production since its 
levels increased up to 72 h p.i.  Our data slightly differ from that of Xu et al. (2014) which 
reported percentage increases of neutrophils (Gr1+CD45+) in the liver of MHV3-infected 
mice up to 48 h p.i. Such discrepancy results from the dramatic decrease in total intrahepatic 
mononuclear cells including NK, B and CD4 cells leading to an apparent increase of 
neutrophil percentages despite reduction of their numbers, such as demonstrated in our work. 
In addition, these authors linked neutrophil infiltration to TNF--dependent Fgl2 production. 
Our results do not support this hypothesis since chemokine production and neutrophil 
infiltration in the liver occurred earlier than Fgl2 expression in MHV3-infected WT mice.  
 
We also observed low macrophage recruitment in the liver of MHV3-infected WT mice in 
contrast to MHV3-infected TLR2 KO and MHV-A59-infected WT mice, despite higher 
production of CCL2. It was previously demonstrated that macrophage expansion in the liver is 
related to influx of peripheral monocytes facilitated by high levels of CCL2 rather than higher 
Kupffer cell numbers (reviewed in Karlmark et al., 2008; Zimmermann et al., 2010). 
However, resident and recruited macrophages are permissive to MHV3 infection (Décimo et 
al., 1993; Pereira et al., 1984) and viral replication in macrophages is increased by ligation of 
MHV3 to TLR2 (Jacques et al., 2009b). Thus, it is plausible that low number of macrophages 
results from higher viral infection. We can also speculate that macrophages recruited in the 
liver of TLR2 KO mice are less permissive to lytic viral infection due to the absence of TLR2 
expression. In addition, the higher levels of chemokines, such as CXCL1, or cytokines in the 
liver of MHV3-infected WT mice may directly contribute to hepatotoxicity independently of 
inflammatory cell infiltration (Stefanovic et al., 2005). Lower levels of chemokines in the liver 
of MHV3-infected TLR2 KO and MHV-A59-infected WT mice involved sustained 
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recruitment of neutrophils and macrophages, suggesting that low but sustained recruitment of 
these cells might be protective rather than deleterious in acute hepatitis process, as supported 
by lower viral titers, lower inflammation and less damages in these mice. In agreement, it was 
shown that replication of MHV-A59 in the liver was rapidly controlled by macrophage-
mediated production of type I IFN and that depletion of macrophages in infected mice 
promoted lethal fulminant hepatitis within 4 days p.i. (Wijburg et al. (1997). Recent work 
regarding the respiratory rat coronavirus infection showed that neutrophils were required for 
an effective antiviral response but could also contribute to lung pathology (Haick et al., 2014). 
Neutrophils were also shown to contribute to HIV-1 clearance by 
producing neutrophil extracellular traps (NETs) (Saitoh et al., 2012). Furthermore, sequestered 
neutrophils in the liver may exhibit anti-inflammatory properties in suppressing inflammatory 
response of Kupffer cells as reported during systemic bacterial infection (Holub et al., 2009). 
In the same line, as far as suppressive M2 macrophages were shown to attenuate 
acetaminophen-induced acute liver injury in mice, we can speculate that macrophage infiltrate 
in MHV-A59-infected mice or MHV3-infected TLR2KO mice might actually be preferentially 
polarized towards the M2 phenotype (Zimmermann et al. 2012).  
 
In addition, NK, NK-T and B and T lymphocytes only decreased in the liver of MHV3-
infected WT mice despite higher production of CXCL10 by hepatocytes. Such reduction may 
result from permissivity of these cells to viral infection, such as previously reported (Jolicoeur 
& Lamontagne, 1989; Lamontagne & Jolicoeur, 1991; Lehoux et al., 2004). Moreover,  
MHV3 infection was reported to decrease hepatic CD4+ FoxP3+ Tregs (Jacques et al, 2008), 
involved in liver tolerance. Since CD4+ and CD8+ cells were not decreased in the liver of 
TLR2KO mice, TLR2 may play a major role in the loss of T cell subsets and impair T cell-
mediated antiviral defense during MHV3 infection. Previous works with the highly attenuated 
YAC-MHV3 variant have shown that the low decrease of macrophages and increase of CD4+ 
and CD8+ cells in the liver during infection led to viral elimination and subsequent recovery 
(Lamontagne & Jolicoeur, 1991). Moreover, as high CXCL10 levels were associated with 
apoptosis of human and murine hepatocytes (Sahin et al., 2013), its higher induction in 
MHV3-infected WT mice may also contribute to aggravate hepatitis.  
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On the other hand, we have observed that IL-33 and Fgl2 induction was less dependent on 
TLR2 but rather reflected levels of liver damages. IL-33 is an alarmin associated with liver 
injury (Wang et al., 2012a., 2012b). We have recently reported that IL-33 expression was up-
regulated in the liver of MHV3-infected C57BL/6 mice, mainly in liver sinusoidal endothelial 
cells, vascular endothelial cells and hepatocytes in the first 24 to 32 h p.i. (Arshad et al., 
2013). This study also showed that TLR3 was involved in upregulation of IL-33 in poly (I : 
C)-treated mice. However, IL-33 expression was higher induced in the liver of MHV3-
infected WT mice than in poly (I:C)-treated mice, suggesting that other PRRs might be 
involved in IL-33 production during MHV3 infection. We have shown that IL-33 expression 
was reduced at 24 h p.i. only in MHV-infected TLR2KO mice, minimizing the role of TLR2 
in IL-33 induction.The mechanism(s) by which MHV3 favors IL-33 is pending and needs 
further investigation. 
 
Fgl2 converts prothrombin to thrombin leading to fibrin deposition in microvessels, favoring 
hepatocyte necrosis during MHV3 infection (Ding et al., 1997). The increase of 
Fgl2/fibroleukin gene expression in the liver reflects microvascular thrombosis. In spite of the 
worsening role of Fgl2 activation in acute MHV3 hepatitis (Marsden et al., 2003), Fgl2 
expression levels were comparable in both MHV3-infected WT and TLR2 KO mice or 
remained low and/or delayed in MHV-A59 infected WT mice, indicating that this factor may 
not be regulated by TLR2. 
 
The present work highlights the complex interactions between both surface TLR2 and 
intracellular TLRs and helicases in the recognition of viral infections, the antiviral efficiency 
of inflammatory responses and viral evasion mechanisms in the onset of hepatic damages. 
Such delicate balance can lead to resolution of hepatitis in the acute phase or, on the contrary, 
favor chronic hepatitis. Further work is needed to clarify whether viral activation of TLR2 
signalling increases or rather accelerates hepatitis process. However, delayed recruitement of 
inflammatory cells and cytokine release in MHV3-infected TLR2KO suggest that TLR2 
accelerates inflammation-mediated liver damage. Evaluation of liver inflammation and 
hepatitis progression for a prolonged period of time (over 3 days) in TLR2 KO mice would 
confirm or not this hypothesis. Upregulation of TLR2 has been observed in monocytes from 
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patients with chronic hepatitis C and such increased expression correlated with higher TNF-
 level and necroinflammatory activity in the liver (Riordan et al., 2006). Consistent with 
these observations Berzsenyi et al. (2011) have reported that hepatic TLR2, TLR4 and TNF-α 
mRNA levels were associated with hepatic inflammation in both HCV and HCV/HIV 
infections. In addition, TLR2 expressed on monocytes and T cells was shown to contribute to 
disease progression in chronic HCV infection (Ronit et al., 2013). Our data demonstrate for 
the first time the dysregulating activity of TLR2 on inflammatory response in the acute phase 
of viral hepatitis. The use of MHV3 murine model of acute viral hepatitis can thus be helpful 
to dissect early aggravating factors that may contribute to the development of chronic 
hepatitis. 
 
Further work is in progress to determine the mechanisms involved in TLR2-dependent 
inflammatory cytokines/chemokines and type I IFN production in infected intrahepatic 
resident and recruited inflammatory cell populations. 
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3.3.1-  Abstract 
 
Coronaviruses (CoVs) have shown neuroinvasive properties in human and animal secondary 
to replication in peripheral organ but the mechanism of neuroinvasion is unknown. The major 
aim of our work was to evaluate the ability of CoVs to enter the central nervous system (CNS) 
through the blood brain barrier (BBB). Using the high hepatotropic mouse hepatitis virus 
(MHV) type 3, its attenuated variant 51.6-MHV3, showing low tropism for endothelial cells, 
and the low hepatotropic MHV-A59 strains from murine coronavirus group, we investigated 
the viral-induced dysfunctions of BBB in vivo and in brain microvascular endothelial cells 
(BMECs) in vitro. We report here a MHV strain-specific ability to cross the BBB during acute 
infection according to their virulence for liver. Brain invasion was only observed in MHV3-
infected mice and correlated with enhanced BBB permeability associated with decreased 
expression of ZO-1, VE-cadherin and occludin but not claudin-5 in the brain or in cultured. 
BBB breakdown in MHV3 infection was not related to production of barrier-dysregulating 
inflammatory cytokines or chemokines by infected BMECs but rather to downregulation of 
barrier protective IFN-productionOur findings highlight the importance of IFN- 
production by infected BMECs in preserving BBB function and preventing access of blood-
borne infectious viruses to the brain. 
 
Importance 
 
Coronaviruses (CoVs) infect several mammals including humans and are associated with 
respiratory, gastrointestinal and/or neurological diseases. Some evidences suggest that human 
respiratory CoVs may show neuroinvasive properties. Indeed, the SARS-CoV, causing severe 
acute respiratory syndrome, and the CoVs OC43 and 229E were found in the brains of SARS 
and multiple sclerosis patients respectively. These finding suggest that hematogenous spread 
CoVs may gain access to CNS at the BBB level. Herein we report for the first time that CoVs 
exhibit ability to cross the BBB according to strain virulence. BBB invasion by CoVs 
correlates with viral-induced disruption of tight junctions on BMECs, leading to BBB 
dysfunction and enhanced permeability. We provide evidence that production of IFN- by 
BMECs during CoV infection may prevent BBB breakdown and brain viral invasion. 
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3.3.2-  Introduction 
 
The blood-brain barrier (BBB) is a highly selective barrier critical for central nervous system 
(CNS) homeostasis in controlling peripheral blood-brain exchanges and preventing access of 
neurotoxins and pathogens to the CNS. The functional and structural integrity of the BBB 
mainly relies on specific features of the brain microvascular endothelial cells (BMECs) lining 
the brain capillaries. These cells are tightly connected by a unique assembly of adherens 
junctions composed of transmembrane cadherin and tight junction complexes (e.g. claudins 
and occludin) anchored to actin filaments via adaptor molecules such as zona occludens (ZO) 
(Spindler & Hsu, 2012).  
 
The BBB is known to provide significant protection against hematogenous spread viruses as 
several viruses inoculated in periphery are shown to only induce neuropathology following 
mechanically- or chemically-mediated disruption of the BBB (Hase et al., 1990; Kobiler et al., 
1989; Lustig et al., 1992).  However, some infectious blood-borne viruses primarily targeting 
peripheral organs have evolved strategies to thwart the BBB including direct infection of 
BMECs, « Trojan horse » invasion via the traffick of infected immune cells in the CNS or 
paracellular entry through alteration of tight junctions (Spindler & Hsu, 2012). Disruption of 
tight junctions, resulting from either viral products or host immune factors (Afonso et al., 
2007; Chai et al., 2015; Chen et al., 2014; Wang et al., 2004), may lead to an increase in 
extravasation of immune cells and poorly regulated flux of molecules as well as ions across 
the BBB which are critical events in neuropathogenesis (Obermeier et al., 2013).  
 
Coronaviruses (CoV) are enveloped positive single-stranded RNA viruses that infect several 
mammals, including humans. Some evidences suggest that respiratory CoVs may show 
neuroinvasive properties.  The SARS-CoV, causing severe acute respiratory syndrome in 
humans (SARS), as well as the human CoVs OC43 and 229E were found in the brains of 
SARS and multiple sclerosis patients respectively (Arbour et al., 2000; Gu et al., 2005; 
Murray et al., 1992; Stewart et al., 1992). However the mechanism of neuroinvasion by 
hematogenous spread CoVs is elusive.  
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The mouse hepatitis virus (MHV) coronavirus group induces hepatic, respiratory or enteric 
diseases followed by neurological disorders according to serotypes (Cowley & Weiss, 2010), 
and thus represents a relevant animal model for the study of neuroinvasion by CoVs. The high 
hepatotropic MHV3 is known as the most virulent MHV strain causing fulminant hepatitis and 
death of susceptible C57BL/6 mice within 3-5 days postinfection (p.i.) (Virelizier et al., 1975) 
and neurological disease following nonlethal hepatitis in semisusceptible C3H mice 
characterized by meningitis, ependymitis, and encephalitis beginning 3 to 4 weeks p.i. after 
intraperitoneal (i.p.) infection (Tardieu et al., 1982; Virelizier et al., 1975). This suggests brain 
invasion by MHV3 through the BBB endothelium in the acute phase of infection. The 
attenuated 51.6-MHV3 variant has lost the ability to replicate in liver endothelial cells (Martin 
et al., 1994) and induces acute hepatitis and death of susceptible C57BL/6 mice within 5-9 
days p.i. (Jacques et al., 2008), suggesting an important role for endothelial cells in disease 
outcome. The low hepatotropic MHV-A59 causes no mortality and moderated hepatitis 
without neurological disease in C57BL/6 mice when i.p. inoculated (Lavi et al., 1986). Brain 
invasion and disease by the MHV-A59 serotype is however enabled following intranasal 
infection and depends on the olfactory nerve instead of BBB as portal of viral entry into the 
CNS (Barnett & Perlman, 1993; Lavi et al., 1986), suggesting a restriction of CNS invasion at 
the BBB level (Godfraind et al., 1997; Lavi et al., 1986). 
 
BMECs were already reported as potential cell targets for MHVs as they express the MHV 
receptor: the carcinoembryonic antigen 1a (CEACAM1a) (Belouzard et al., 2012). Primary 
mouse BMECs were shown to support MHV3 replication in vitro (Joseph et al., 1995) but 
conflicting results regarding viral replication of MHV-A59 in BMECs have been reported 
(Godfraind & Coutelier, 1998; Godfraind et al., 1997; Lavi et al., 1999). Since all MHV 
strains use the same cell receptor CEACAM1a, and both MHV3 and MHV-A59 can bind to 
BMECs (Godfraind et al., 1997; Joseph et al., 1995), other factor(s) may be involved in BBB 
invasion or not according to MHV serotype. 
 
We demonstrated here that the high hepatotropic MHV3 strain but not MHV-A59 or 51.6-
MHV3 variant elicited an in vivo and in vitro breakdown of functional and structural integrity 
of the BBB, enabling viral invasion of the brain. MHV strain-specific ability to cross the BBB 
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during liver acute infection correlated with enhanced BBB permeability due to alteration of 
tight junctions ZO-1, VE-cadherin and occludin but not claudin-5 expression on BMECs. 
Barrier disruption in MHV3 infection was not related to the release of inflammatory cytokines 
or chemokines by infected BMECs but rather to a downregulation of barrier protective IFN- 
production. 
 
3.3.3-  Material and methods 
 
3.3.3.1-  Mice 
 
Female C57BL/6 (Charles River, St-Constant, Qc, Canada) mice were housed in a HEPA-
filtered air environment. All experiments were conducted with mice between 8 to 10 weeks of 
age in compliance with the regulations of the Animal Committee of the University of Quebec 
in Montreal. 
 
3.3.3.2-  Viruses  
 
Highly pathogenic MHV3 is a cloned substrain isolated from the liver of infected DBA2 mice 
and maintained in L2 cells for less than three passages, as described previously (Dupuy & 
Rodrigue, 1981). The mildly virulent MHV-A59 strain was obtained from the American Type 
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). The low virulent 51·6-MHV3 is an escape 
mutant, selected from the pathogenic MHV3 virus in the presence of S protein-specific A51 
and A37 monoclonal antibodies, having lost tropism for liver sinusoidal endothelial cells 
(Martin et al., 1994). All viruses were produced in L2 cells and their pathogenic properties 
were assessed routinely. 
 
3.3.3.3-  Cells 
 
bEnd.3 (ATCC, CRL-2390), an immortalized mouse brain endothelial cell line, was cultured 
in RPMI medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS and antibiotics (Wysent, St-
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Bruno, Qc, Canada). Freshly trypsinized bEnd.3 cells were seeded in collagen-treated 24-well 
plates at 6 x 10
4
 cells/cm2 or collagen-treated 6.5 mm diameter Transwell polycarbonate 
membrane inserts (Fisher Sci., Ont., Canada) and incubated until confluence. Cells were then 
infected with 0.1 multiplicity of infection (MOI) of MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3 for 24-
72h or up to 8 days according to experiments. In some experiments, cells were concomitantly 
treated with IFN- (100 pg/mL) or anti-IFN- (1 g/mL) (R&D systems, Minneapolis, MN). 
Cell culture supernatant was collected for ELISA assays and virus titration and total RNA was 
extracted for qRT-PCR analyses. In vitro studies were conducted in triplicate. 
 
3.3.3.4-  In vivo viral infections 
 
Groups of 6 wild type C57BL/6 mice were infected intraperitoneally (i.p.) with 10
3
 TCID50 of 
MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3. Mock-infected mice received a similar volume of PBS 
(Wysent, St-Bruno, Qc, Canada). Mice were sacrificed by CO2 anoxia 72h post-infection 
(p.i.). The brain and liver were collected and frozen at -80
o
C for further analyses. 
 
3.3.3.5-  RNA isolation and RT-qPCR 
 
Total RNA from frozen brain samples was extracted using TRIzol reagent (InVitrogen, 
Burlington, Ont., Canada) and residual genomic DNA was removed with the Turbo DNA-free 
kit (Ambion, Austin, TX). RNA from bEnd.3 cells was extracted using NucleoSpin RNA II kit 
(Macherey-Nagel, Bethlehem, PA) according to the manufacturer procedure. One g of RNA 
was retro-transcribed into cDNA using the High capacity cDNA reverse transcription kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Real time PCR amplification was carried out on 25ng 
cDNA using the HotStart-IT™ SYBR® Green qPCR Master Mix (USB Corporation, 
Cleveland, OH) on a ABI 7300 system (Applied Biosystems, Foster City, CA). Primer sets 
used are listed in Table 1 (supplemental). Threshold cycle values (Ct) were collected and used 
for “ΔΔCt” analysis. The relative gene expression was normalized to HPRT as endogenous 
control and expressed as a ratio to gene expression in mock-infected mice or bEnd.3 cells. The 
specificity of the PCR products was confirmed by melting curve analyses. All qPCR analyses 
of samples from in vitro and in vivo experiments were run in duplicate. 
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Table III : Primer sets used for quantitative reverse transcription-PCR 
 
Gene             Forward primer                                              Reverse primer 
HPRT 5’-GAAAGACTTGCTCGAGATGTCATG-3’ 5’-CACACAGAGGGCCACAATGT-3’ 
IFN- 5’-CGGACTTCAAGATCCCTATGGA-3’ 5’-TGGCAAAGGCAGTGTAACTCTTC-3’ 
IL-6 5’-TCGGAGGCTTAATTACACATGTTC-3’ 5’-TGCCATTGCACAACTCTTTTCT-3’ 
TNF- 5’-TCCCAGGTTCTCTTCAAGGGA-3’ 5’-GGTGAGGAGCACGTAGTCGG-3’ 
CCL2 5’-GCAGCAGGTGTCCCAAAGAA-3’ 5’GGTCAGCACAGACCTCTCTCTTG-3’ 
CXCL10 5’-GGCCATAGGGAAGCTTGAAAT-3’ 5’-TCGTGGCAATGATCTCAACAC-3’ 
Occludin 5’- TGTGGGATAAGGAACACATTTATGA-3’ 5’- CAGACACATTTTTAACCCACTCTTCA-3’ 
Claudin-5 5’-TCTGCTGGTTCGCCAACAT-3’ 5’- CGGCACCGTCGGATCA-3’ 
ZO-1 5’- TGAACGCTCTCATAAGCTTCGTAA-3’ 5’- ACCGTACCAACCATCATTCATTG-3’ 
VE-cadh 5’- GCGCAGCATCGGGTACTC-3’ 5’- GCTTGGTTATTCGGAAGAATTGG-3’ 
MHV-N 5’-TGGAAGGTCTGCACCTGCTA-3’ 5’-TTTGGCCCACGGGATTG-3’ 
 
 
3.3.3.6-  ELISA assays 
 
Determination of IFN- (PBL, Piscataway, NJ), IL-6, TNF- (BD, Mississauga, Ont., 
Canada) CXCL10, CCL2 (eBiosciences, San Diego, CA) and CXCL1 (R&D systems 
Minneapolis, MN) levels in bEnd.3 cell culture supernatants was carried out according to the 
manufacturer’s procedures. 
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3.3.3.7-  Virus titration 
 
Virus titration was performed on brain lysates from infected mice and infected bEnd.3 cell 
culture supernatants by 10-fold serial-dilution on L2 cell monolayers cultured in 96-well 
plates. Cytopathic effects, characterized by syncytia and cell lysis, were recorded at 72h p.i. 
and virus titers were determined according to Reed-Muench method and expressed as log10 
TCID50. 
 
3.3.3.8-  In vivo assessment of BBB integrity 
 
Changes in blood–brain barrier permeability were assessed using sodium fluorescein (NaF) 
(Sigma Aldrich) as previously described (Phares et al., 2006). Briefly, mice were infected for 
72h and i.p. injected with 100 μl of 10% NaF in PBS 1h prior to euthanasia. Cardiac blood 
was collected, followed by transcardial perfusion with 15 ml PBS and brains were removed, 
weighted and homogenized in PBS (1:10 g/vol). NaF content was measured on a microplate 
fluorometer Synergy 4 (Biotek, Winooski, VT) with excitation at 485 nm and emission at 530 
nm using standards ranging from 0.78 μg/ml to 5 μg/ml. NaF concentration in the brain was 
normalized to serum NaF concentrations for each mouse to allow comparisons among mice 
and calculated as follow: (μg NaF in the brain/mg of brain)/(μg NaF in sera/μl blood). Data are 
expressed as fold increase in fluorescence by comparison with levels from uninfected mice.  
 
3.3.3.9-  siRNA transfections 
 
bEnd.3 cells were seeded in collagen-treated 24-well plates at 60 000 cells/ml and transfected 
with 25 nM of siRNA Flexitude premix (Qiagen, Cambridge, MA) targeting  TLR2 mRNA 
(target sequence: CTCGTTCTCCAGCATTTAAA), CEACAM1a mRNA (target sequence: 
CACACTCATGCATTCACTCTA) caveolin-1 mRNA (target sequence: 
ATGGTTTGTCTTGATCAAGAA) clathrin mRNA (target sequence: 
CACGTGTTATGGAGTATATTA) or with the AllStars Negative Control siRNA (Qiagen, 
Cambridge, MA) as nonsilencing transfection control for 36h prior to infections. 
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3.3.3.10-  Transendothelial electrical resistance (TEER) and in vitro permeability assays 
 
bEnd3 monolayers were grown on collagen-treated 6.5 mm diameter Transwell polycarbonate 
membrane inserts (0.4 m pore size, 6 x104 cells/cm 2; Costar, Corning, Tewksbury, MA) 
assembled into 24-well plates and infected for 24-72h. TEER (Ω·cm2), reflecting barrier 
integrity, was recorded using an EVOM volt ohmmeter (World Precision Instruments, 
Sarasota, FL) and calculated by subtracting the resistance of blank inserts from that of the 
inserts with cells and multiplying the subtracted values by the area of the insert. Barrier 
function was further analyzed by measuring the permeability of the cell monolayer to sodium 
fluorescein (NaF) (MW = 376 Da) and Evans blue (EVB)-labeled albumin (MW = 67 kDa) 
(Sigma Aldrich, St-Louis, MO). Ringer-HEPES was added to the abluminal side while the 
luminal side was loaded with Ringer-HEPES containing 200 μg/ml NaF, 170 μg/ml EVB and 
10 mg/ml BSA. Cells were incubated at 37ºC for 30min and levels of NaF and EVB in the 
abluminal side were measured using a fluorometer (Biotek, Winooski, VT) with an excita-
tion/emission wavelength ratio of 485/530 nm for NaF and 540/680 nm for EVB. NaF and 
EVB concentrations were determined using a standard curve. 
 
3.3.3.11-  Immunochemistry 
 
bEnd.3 cells were seeded in collagen-treated 2-well Labtek chamber slides and infected for 
48h. Cells were fixed with 3.7% paraformaldehyde (PFA) for 10 min at RT, permeabilized 
with 0.3% Triton X-100 and blocked with 3% BSA. Cells were incubated with primary 
antibodies (ZO-1, occludin and VE-cadherin: 1:100, all from LSBio, Seattle, WA) overnight at 
4°C and then incubated with FITC-labeled goat anti-rabbit secondary antibody (1: 500, 1h RT) 
and mounted in antifade media containing DAPI counterstain (InVitrogen, Ont., Canada). 
Fixed cells were imaged with a Zeiss LSM700 Statif–Observer Z1 confocal microscope (63x) 
(Zeiss, Toronto, Ont., Canada) and analyzed using ZEN 2009 software. For brain 
immunolocalization of ZO-1, VE-cadherin and occludin, paraformaldehyde-fixed and 
paraffin-embedded mouse brain sections (5 μm) followed by antigen retrieval were incubated 
with primary antibodies (1, 2.5, 10 ug/ml respectively, all from LSBio, Seattle, WA) for 1 h in 
a Ventana automated machine (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ), and secondary 
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antibody: OmniMap anti-Rabbit-HRP (RUO) for 16 min. Slides were then counterstained for 
16 min with hematoxylin. 
 
3.3.3.12-  Statistical analyses 
 
Data are expressed as means ± the standard error of the mean. In vitro statistical analyses were 
performed with Student’s t-test comparing mock- to MHV-infected cells or in experiments 
with siRNAs, treated MHV-infected cells to untreated MHV-infected cells. In vivo statistical 
analyses were realized with a one-way ANOVA test followed by a posthoc Tukey analysis 
using the software PASW version 18 (IBM SPSS Inc., Chicago, IL). Groups of MHV-infected 
mice were compared to mock-infected mice or MHV3-infected mice were compared to MHV-
A59- and 51.6-MHV3-infected mice according to experiments. Values of p≤0.05 were 
considered as significant. 
 
3.3.4-  Results 
 
3.3.4.1-  Brain invasion by hematogenous spread MHVs correlates with strain virulence 
and tropism for liver 
 
The discrepancies regarding brain invasion by the high hepatotropic MHV3 and the low 
hepatotropic MHV-A59 following hematogenous spread of viruses (i.p. inoculation) suggest 
strain-specific abilities to traffick across the BBB (Virelizier et al., 1975; Tardieu et al., 1982; 
Godfraind et al., 1997; Lavi et al., 1999; Tardieu et al. 1986). To verify this hypothesis, 
C57BL/6 mice were i.p. infected for 72h with MHV3, its attenuated 51.6-MHV3 variant or 
MHV-A59, and the brains were harvested, stained for histopathological analyses and assayed 
for viral detection. Examination of HE-stained brain sections revealed low presence of 
inflammatory cells in the meninges, the microvasculature and the ependymal tissue lining the 
ventricules in the brain from MHV3-infected mice (Fig. 7A). No inflammatory cells or 
abnormalities in the neural tissue and choroid plexus were detectable in brains from 51.6-
MHV3- or MHV-A59-infected mice. In addition, no multinucleate or rounding cells usually 
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observed in liver from MHV-infected mice were noted in brain from all infected mice. 
Histopathological analysis of the liver was also done from 24 to 72h p.i. to confirm that viral 
infection firstly occured in the liver following i.p. inoculation in all groups of mice. Multiple 
foci of inflammatory infiltrations and hepatocyte necrosis were noted as soon as 24h p.i. and 
extended until 72h p.i. in liver from MHV3-infected mice while only few localized foci of 
necrotic cells were present in the liver of MHV-A59 or 51.6-MHV3-infected mice (results not 
shown).  
 
Trafficking of virus to the brain was assessed by detection of MHV nucleoprotein (N) RNAs 
and titration of infectious particles. Viral RNAs and virus titers were detected only in the 
brains of high hepatotropic MHV3-infected mice, while no evidence of replication of MHV-
A59 and 51.6-MHV3 was noted (Figs. 7B and C). Viral replication level in the brain after 72 h 
p.i. was however too low to permit significant immunolabelling of virally-infected cells. 
Similarly, infectious viruses were titrated at 72 h p.i in the liver of all groups of mice and 
demonstrated that MHV3 replicated higher (6.3 ± 0.1 Log10 TCID50/g liver) than MHV-A59 
(3.9 ± 0.16 Log10 TCID50/g liver) and 51.6-MHV3 (3.6 ± 0.17 Log10 TCID50/g liver). These 
results suggest that only the high hepatotropic MHV3 may have the ability to invade the brain 
by hematogenous spread and to cross the BBB.  
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Figure 28.  Brain invasion by hematogenous spread MHVs correlates with virulence. A) 
Groups of 6-7 mice were i.p. mock-infected (PBS) or infected with 1000 TCID50 (tissue 
culture infective dose  50 %) of MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 for 72 h and harvested 
brains were subjected to hematoxylin-eosin-safranin staining for histopathological analyses; 
B-C) Viral detection of MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 at 72h p.i. in brain samples of 
infected mice determined by qRT-PCR analysis of the viral nucleoprotein (N) expression and 
viral titration (TCID50). Viral detection threshold is 1.6 TCID 50 /ml (***P < 0·001)  
 
3.3.4.2-  Breakdown of the BBB and alteration of tight junctions only occur in the brain  
of high hepatotropic MHV3-infected mice. 
 
To further investigate whether MHV3 but not 51.6-MHV3 or MHV-A59 viral replication in 
the brain following liver infection was due to a breakdown of the BBB, assessment of BBB 
permeability was performed in mice infected for 72h with each virus and injected i.p. with 
10% NaF dye 1 h prior to euthanasia. The leakage of NaF from the peripheral circulation into 
the brain is allowed only when the BBB is compromised (Yen et al., 2013). As shown in 
figure 8A, NaF levels increased in brain from MHV3-infected mice, indicating a breakdown 
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of the BBB (p ≤ 0.05). No significant difference in NaF uptake was observed in mice infected 
with MHV-A59 and 51.6-MHV3.  
 
Since tight junction integrity is crucial for maintaining the function of the BBB, we asked 
whether breakdown of the BBB following MHV3 infection resulted from decrease in tight 
junctions proteins. To assess this, mRNA expression of tight junctions (claudin-5, VE-
cadherin, occludin, and ZO-1) was evaluated in the brains of infected mice at 72h p.i. by qRT-
PCR. When compared to brains from mock-infected mice, expression level of occludin mRNA 
was significantly reduced by about 50% in brains from MHV3- but not MHV-A59 or 51.6-
MHV3-infected mice (p ≤ 0.01) (Fig. 8B). The VE-cadherin and ZO-1 mRNA expressions 
were also impaired in the brain of MHV3-infected mice and at a lesser extent in MHV-A59-
infected mice (p ≤ 0.05 to 0.01), but not in 51.6-MHV3-infected mice (Figs 8C and D). No 
significant change in claudin-5 expression was evidenced in mice infected with either virus 
(Fig. 8E).  
 
To confirm that reduction in tight junction proteins mRNA expression in the brain was in 
accordance with a concomitant decrease in protein expression, IHC stainings using specific 
antibodies to each protein were conducted on brain tissue. VE-cadherin, occludin and ZO-1 
staining intensity decreased in brain microvessels from MHV3-infected mice when compared 
to brains from mock-infected mice, as shown by the arrows (Fig. 8F). Lower reduced 
expression of VE-cadherin and ZO-1 was also detected in the brain of MHV-A59-infected 
mice while no change in tight junction expression was induced by 51.6-MHV3 infection. 
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Figure 29.   MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, induces BBB breakdown. Groups 
of 6-7 mice were i.p. mock-infected (PBS) or infected with 1000 TCID50 of MHV3, MHV-
A59 and 51.6-MHV3 for 72 h. A) Determination of BBB permeability assessed by sodium 
fluorescein (NaF) uptake 1 h prior to euthanasia. B-E) mRNA expression of occludin (B), ZO-
1 (C), VE-cadherin (D) and claudin-5 (E) was evaluated in brain samples by qRT-PCR. 
Values represent fold change in gene expression relative to mock-infected mice after 
normalization with HPRT expression. All samples were run in duplicate. F) 
Immunohistochemistry stainings of VE-cadherin, occludin and ZO-1 on brain sections of 
MHV3-, MHV-A59- and 51.6-MHV3-infected mice. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001)  
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3.3.4.3-  BMECs (bEnd.3 cell line) are higher permissive to MHV3 than 51.6-MHV3 
and MHV-A59 replication  
 
Decrease in tight junction protein expression may result from direct permissivity of BMECs to 
viral replication and subsequent virus-induced cell damages (Gralinski et al., 2009). To 
determine whether specific MHV3-induced breakdown of the BBB and alteration of tight 
junction expression resulted from a differential permissivity of BMECs to MHV infections, in 
vitro infections with 0.1 m.o.i. of MHV3, 51.6-MHV3 and  MHV-A59 were conducted on a 
BMEC cell line (bEnd.3 cells), known to express similar properties as primary BMECs 
(Brown et al., 2007; Watanabe et al., 2013). The kinetics of viral replication showed that 
production of infectious MHV3 increased from day 2 to day 3 p.i. and then stabilized up to 
day 8 p.i. (Fig. 9A). Viral titers of MHV-A59, unlike MHV3 infection, steadily decreased over 
time after a rapid increase in the first 3 days (p ≤ 0.01). As expected, the 51.6-MHV3 variant, 
expressing low tropism for liver endothelial cells (Martin et al., 1994), showed a delayed 
replication in bEnd.3 cells, as evidenced by absence of infectious virus production until day 3 
p.i. followed by a lower viral replication level  (p ≤ 0.01). Occurrence of few foci of 
cytopathic effects, characterized by rounded cells instead of typical “cobblestone” 
morphology, were noted in MHV3- and MHV-A59-infected cell cultures, but no typical 
MHV-induced giant syncytial cells nor cell lysis were observed (not shown). 
 
In order to confirm low or no major changes in cell viability within the first 72h of infection in 
MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3-infected BMECs, metabolic activity of infected bEnd.3 
cells was evaluated using the MTS/PMS colorimetric assay from 24h to 72h p.i. and compared 
to uninfected control cells.  Percentage of O.D., when compared with control cells, slowly 
decreased (about 15%) in the first 72 h. p.i. only in MHV3-infected bEnd.3 cells (p ≤ 0.01) 
(Fig. 9B). In addition, the loss of cell activity did not increase when cells were infected with a 
higher M.O.I (1 and 5 M.O.I.) (results not shown). 
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3.3.4.4-    Higher permissivity of BMECs to MHV3 depends on CEACAM1a and TLR2 
ligation, and both clathrin- and caveolin-dependent endocytosis for entry in 
contrast to 51.6-MHV3 and MHV-A59 
  
It was previously shown that protective role of BBB against brain invasion by blood-borne 
MHV-A59 was related to a specific blockade of viral entry in BMECs (Godfraind et al., 
1997). Fixation and entry of MHVs in target cells generally depend on fixation of viral S 
protein to the common MHV receptor CEACAM1a and further endocytosis or fusion with 
host cell (Belouzard et al., 2012). However, we have also previously demonstrated that S 
protein from MHV3 can ligate to TLR2 on macrophage cell surface (Jacques et al., 2009b). To 
provide insight into how MHV3 exhibit differential viral fixation and/or entry into BMECs in 
comparison to MHV-A59 and 51.6-MHV3, levels of MHV nucleoprotein (N) RNA, as 
indicator of viral entry and/or subsequent replication, were evaluated in bEnd.3 cells following 
abrogation of CEACAM1a or TLR2 expression by specific siRNAs. As shown in figure 9C, 
abrogation of the CEACAM1a expression resulted in a substantial decrease of MHV-N RNA 
expression in BMECs infected with all viruses (p ≤ 0.001). Knockdown of TLR2 expression, 
however, provoked a higher decrease of viral replication in MHV3-infected cells (p ≤ 0.01) 
than in MHV-A59 and 51.6-MHV3 infected cells (p ≤ 0.01 and 0.05, respectively) suggesting 
a more important role for TLR2 in the fixation or entry of MHV3 in BMECs.  
 
It has been already demonstrated that restriction of BBB to low hepatotropic MHV-A59 virus 
entry is abrogated by SDS detergent treatment (Godfraind et al., 1997), suggesting that 
restriction of MHV-A59 entry in BMECs occurs at the endocytosis step (Fine et al., 2011). It 
is thus proposed that MHV3, in contrast to MHV-A59, take advantage of caveolin- and/or 
clathrin-dependent endocytic pathways to infect BMECs. To address this, bEnd.3 cells were 
treated with siRNAs for clathrin or caveolin-1 prior to infection by all MHV strains. As shown 
in figure 9D,  N-MHV RNA levels decreased in MHV3-infected cells when clathrin or 
caveolin-1 expression was abrogated (p ≤ 0.05 to 0.01) while N-MHV RNA levels of  MHV-
A59 were altered only in clathrin-deficient infected cells (p ≤ 0.05), suggesting that MHV3,  in 
contrast to MHV-A59, may use both endocytic pathways for viral entry into BMECs. No 
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significant effect was observed in 51.6-MHV3-infected cells, due to no or low viral RNA 
level. 
 
 
Figure 30.  MHV3 exhibits higher tropism for BMECs than MHV-A59 and 51.6-MHV3. 
Mouse bEnd.3 immortalized brain microvascular endothelial cells (BMECs) were infected 
with MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1 A) Kinetics of MHV infections up to 
8 days p.i. B) Metabolic activity of infected BMECs as determined by MTS-PMS colorimetric 
assay from 24 h to 72 h p.i. C) Role of CEACAM1a and TLR2 in MHV entry into BMECs, 
and D) Role of caveolin (CAV-1) and clathrin (CLT) in MHV endocytosis by BMECs. bEnd.3 
cells were treated with specific siRNA to each molecule prior to infection for 24h and MHV 
nucleoprotein (N) mRNA expression was determined by qRT-PCR. All experiments were 
conducted in triplicate. Results are representative of two or three independent experiments. 
(*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001)  
 
3.3.4.5-   MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, enhances in vitro permeability of 
BMECs leading to viral transendothelial migration 
 
We further investigated whether MHV3 infection might affect in vitro the barrier functions of 
BMECs, such as observed in vivo. To address this, an in vitro model of BBB was constructed 
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using bEnd.3 cell monolayers growing on transwell inserts as previously described (Watanabe 
et al., 2013; Brown et al., 2007). Firstly, cells were infected with MHV strains for 24 to 72h 
and transendothelial electrical resistance (TEER), reflecting BBB integrity, was monitored. 
TEER decreased at 48 and 72 h p.i. in MHV3-infected BMECs (p ≤ 0.05 to 0.01) while it was 
weakly affected at 72h p.i. only in MHV-A59-infected cells (p ≤ 0.05)(Fig. 10A). The 51.6-
MHV3 infection did not alter the TEER.  
 
Thereafter, to determine whether such alteration of TEER in MHV3-infected bEnd3 cells 
correlated with enhanced paracellular permeability, extravasation of the fluorescent NaF dye 
through infected bEnd.3 monolayers was evaluated in the basolateral chamber. NaF uptake 
was significantly increased in MHV3-infected monolayers as soon as 24h p.i. and extended to 
48h p.i, indicating considerable effects on BBB paracellular permeability (p ≤  0.05 to 0.01) 
(Fig.10B). MHV-A59 infection, however, induced a slight increase of NaF uptake at 48h p.i. 
only (p ≤ 0.05). To further characterize the extent of damage induced by MHV3 infection on 
BMEC permeability, extravasation of the high molecular weight Evans Blue dye (EVB) was 
assessed. Albeit to a lesser extent than NaF, a higher uptake of EVB was found in MHV3 (p ≤ 
0.01) when compared to MHV-A59-infected bEnd.3 monolayers (p ≤ 0.05) (Fig. 10C). No 
effect on the permeability to either dye was noted in 51.6-MHV3-infected cells. Finally, we 
postulated that MHV3-induced enhancement of permeability would allow the virus to 
transmigrate across the bEnd.3 monolayer, so we assessed infectious virus titers in the 
basolateral chamber. As shown in figure 10D, MHV3 (over than 1.6 log10) but not MHV-A59 
or 51.6-MHV3 viral  titers were detected at 48 and 72h p.i. in the basolateral chamber 
indicating that only MHV3 exhibited ability to cross the in vitro BMEC barrier.  
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Figure 31. MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, alters in vitro BMEC barrier 
integrity. An in vitro model of BBB was constructed using bEnd.3 cell monolayers grown on 
transwell inserts and cells were infected with MHV3, MHV-A59 or 51.6-MHV3 at M.O.I of 
0.1. A) Transendothelial electrical resistance (TEER), reflecting barrier integrity, was 
monitored from 24 to 72 h. B-C) Evaluation of the paracellular permeability of bEnd.3 
monolayers to NaF (B) or Evans blue (C) dye at 24 and 48 h p.i. Blank corresponds to 
maximal permeability (insert without cells) D) Determination of viral transmigration across 
the bEnd.3 monolayer. Viral titers were recorded in the basolateral chamber from 24 to 72 h 
p.i. Viral detection threshold is 1.6 TCID50. All experiments were conducted in triplicate. 
Results are representative of two independent experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01) 
 
3.3.4.6-   Breakdown of the in vitro BMEC barrier by MHV3 results from decreased 
expression of occludin, VE-cadherin and ZO-1 tight junction proteins 
 
To further determine whether MHV3-induced impairment of barrier function of BMECs was 
associated with alteration of tight junctions in BMECs, such as observed above in the brain of 
infected mice, mRNA expression levels of claudin-5, ZO-1, VE-cadherin and occludin were 
evaluated in infected bEnd.3 cells by qRT-PCR at 48h p.i. Significant reduction of ZO-1, 
occludin and VE-cadherin mRNA expression occcurred in MHV3-infected BMECs only (p ≤ 
0.05) (Figs 11A, B and C). Claudin-5 mRNA expression in BMECs, however, was not 
affected by MHV3 neither other virus strains (Fig. 11D). 
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To confirm that such reduction in mRNA expression of tight junction was consistent with a 
reduction in protein expression, immunofluorescence stainings were performed on infected 
cells. In comparison to uninfected cells (control), intensity of surface staining of VE-cadherin 
and ZO-1 as well as cytoplasmic and nuclear stainings of occludin decreased in MHV3-
infected BMECs while no apparent difference was noted in neither MHV-A59- nor 51.6-
MHV3-infected cells (Fig. 11E). 
 
 
 
Figure 32.  MHV3, but not MHV-A59 and 51.6-MHV3, alters tight junction expression 
on BMECs.  bEnd.3 cells were infected for 48h with MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 at 
M.O.I of 0.1 and mRNA expression levels of occludin (A), VE-cadherin (B), ZO-1 (C) and 
claudin-5 (D) were evaluated by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression 
relative to uninfected cells (CTRL) after normalization with HPRT expression. All samples 
were run in duplicate.  All experiments were conducted in triplicate. Results are representative 
of two independent experiments. E) Immunofluorescence stainings of the tight junctions 
(green) VE-cadherin, occludin, ZO-1 and the nucleus (blue) on uninfected (CTRL) and 
infected bEnd.3 cells. Images presented are from one representative experiment out of 3 
independent experiments. (*P < 0·05) 
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3.3.4.7-    MHV3-induced breakdown of the in vitro BMEC barrier does not depend on 
inflammatory factors 
 
BBB disruption during viral infection may be indirectly provoked by viral-induced 
inflammatory mediators, such as the cytokines TNF-, IL-6 or chemokines CCL2 and 
CXCL10 (Spindler & Hsu, 2012; Wang et al., 2004; Afonso et al., 2007; Chen et al., 2014; 
Chai et al., 2015). Accordingly, we hypothesized that MHV3 but not MHV-A59 and 51.6-
MHV3 infections may increase the production of autocrine inflammatory factors by BMECs 
that might subsequently compromised BBB integrity. To address this, the levels of TNF-, IL-
6, CCL2, and CXCL10 were evaluated in MHV-infected bEnd.3 cells by qRT-PCR and 
ELISA tests at 24h p.i. As shown in figures 12A and B, mRNA levels of TNF- did not 
increase in MHV3-infected cells in contrast to 51.6-MHV3- and MHV-A59-infected cells (p ≤ 
0.05) although protein expression was not detected by ELISA test. Transcription and 
production of IL-6, however, increased in 51.6-MHV3 and MHV-A59-infected cells (p ≤ 0.05 
to 0.001) (Figs 12C and D) but not MHV3-infected cells. The production of CCL2 increased 
only in 51.6-MHV3-infected cells (p ≤ 0.01 to 0.001) (Figs 12E and F) while CXCL-10 levels 
were not induced in any MHV-infected cells (Figs 12G and H). Taken together, these results 
suggest that barrier breakdown by MHV3 infection does not correlate with induction of 
inflammatory factors which are rather produced by 51.6-MHV3- and MHV-A59-infected 
cells. 
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Figure 33. MHV3-induced breakdown of BMEC barrier does not depend on 
inflammatory factors. bEnd.3 cells were infected with MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 
at M.O.I of  0.1 and mRNA expression (A-C-E-G) and protein levels (B-D-F-H) of TNF-, 
IL-6, CCL2 and CXCL10 were evaluated by qRT-PCR and ELISA tests respectively at 24h 
p.i. All samples were run in duplicate.  All experiments were conducted in triplicate. Results 
are representative of two independent experiments.  (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001) 
 
 
 
 
0
1
2
3
4
CTRL MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
CCL2
0
1
2
3
CTRL MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
TNF-
0
10
20
30
40
50
Ctrl MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
T
N
F
-
(p
g
/m
l)
TNF-
0
2000
4000
6000
8000
10000
Ctrl MHV3 MHV-A5951.6-MHV3
C
C
L
2
 (
p
g
/m
l)
CCL2
0
1
2
3
CTRL MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
IL-6
* **
C
B
**
A
*
0
20
40
60
80
Ctrl MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
IL
-6
 (
p
g
/m
l)
IL-6 D
*
***
0
1
2
3
CTRL MHV3 MHV-A59 51.6-MHV3
F
o
ld
 c
h
a
n
g
e
CXCL10
*
*
G
***
F
0
100
200
300
Ctrl MHV3 MHV-A5951.6-MHV3
C
X
C
L
1
0
 (
p
g
/m
l)
CXCL10 H
**
E
172 
 
3.3.4.8-    MHV3-induced breakdown of in vitro BMEC barrier is related with impaired 
production of IFN- by infected cells  
 
It was demonstrated that IFN- promotes BBB integrity and prevent virus-induced barrier 
breakdown (Daniels et al., 2014; Kraus et al., 2004). Accordingly, we hypothesized that 
MHV-A59 or 51.6-MHV3, but not MHV3, induced barrier protective IFN-production by 
BMECs. As expected, higher levels of mRNA and secreted IFN- were detected in 51.6-
MHV3 and MHV-A59-infected cells (p ≤ 0.05 to 0.001) in comparison to MHV3-infected 
cells (p ≤ 0.05) (Figs 13A and B).  
 
To confirm that barrier disruption during MHV3 infection results from absence of IFN-
production, we evaluated the barrier properties of bEnd.3 monolayers upon MHV infections 
in presence of IFN- (100 pg/ml) or anti-IFN- antibodies (1 ug/ml) respectively at 48 h p.i. 
As observed in Fig.7C, addition of IFN- increased the TEER both in control (uninfected) and 
MHV-infected cultures which is in concordance with its barrier enhancing properties (p ≤ 0.05 
to 0.01). TEER decreased only in MHV3-infected cells but was completely restaured by IFN-
treatment (p≤ 0.01) (Fig.13C). However, addition of anti-IFN- antibodies did not decrease 
TEER in spite of a nonsignificant decrease in 51.6-MHV3-infected cells. Moreover, 
previously observed enhancement of paracellular permeability to NaF and EVB in MHV3-
infected cells and at a lesser extent in MHV-A59-infected cells at 72 h p.i. was abolished 
following addition of IFN- (p ≤ 0.01 and 0.05) (Figs 13D and E) while anti-IFN- treatment 
increased paracellular permeability in low hepatotropic MHV-A59 and 51.6-MHV3-infected 
BMECs when compared with untreated infected cells (p ≤ 0.01 and 0.05).    
 
In order to confirm that rescued barrier properties of infected bEnd.3 cells following IFN-
treatment results from preservation of tight junction protein expression, mRNA expression 
levels of occludin, ZO-1 and VE-cadherin were analyzed by qRT-PCR. As shown in figures 
13-F to H,  addition of IFN- on MHV3-infected cells abolished the decreases of occludin, 
ZO-1 and VE-cadherin gene expression (p ≤  0.05 to 0.01)  and blocked MHV3 trafficking 
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across the bEnd.3 monolayer, as no infectious viruses were detected in the basolateral 
chamber (not shown).  
 
On the other hand, neutralization of IFN- potentially produced in MHV3-infected culture did 
not worsen viral-induced barrier permeability nor reduction of tight junctions (Figs 13D to H), 
which is in accordance with low levels of IFN- produced by MHV3-infected cells. However, 
as shown in MHV-A59- and 51.6-MHV3-infected cultures, neutralization of IFN- increased 
barrier permeability to NaF and EVB (p ≤  0.05 to 0.01) correlating with concomitant 
reduction of TEER (p ≤ 0.05) (Figs 7C to E) and decreased expression of occludin and VE-
cadherin in 51.6-MHV3- but not MHV-A59-infected cells (p ≤ 0.05) (Figs 7F to H).  
 
To verify whether such improvement of barrier integrity by IFN- might indirectly result from 
its antiviral rather than its barrier protective properties, virus titers were assessed in both IFN-
-treated and untreated MHV-infected cells. Viral replication of MHV3 was not blocked by 
IFN- treatment since viral titers remained similar in untreated and IFN--treated infected 
cells (4.6 ± 0.3 and 4.3 ± 0.3 Log10TCID50/ml respectively) while MHV-A59 replication was 
completely abolished in IFN--treated cells (from 3.9 ± 0.33 to <1.6 Log10TCID50/ml). 
Moreover, neutralization of IFN- increased viral titers in MHV-A59- and 51.6-MHV3-
infected cells (from 3.9 ± 0.33 to 5 ± 0.04 Log10TCID50/ml and from <1.6 to 4 ± 0.1 
Log10TCID50/ml respectively). In addition, neutralization of IFN- allowed transit of MHV-
A59 but not 51.6-MHV3 across the cell monoloyer as evidenced by titers in the basolateral 
chamber (3.175 ± 0.25 Log10TCID50/ml). These results suggest that amounts of IFN-
produced by BMECs upon infection with MHV-A59 and 51.6-MHV3, but not MHV3, may 
both control viral replication in these cells and prevent induction of BBB breakdown.  
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Figure 34.  MHV3-induced breakdown of BMEC barrier is related to downregulation of 
barrier protective IFN- production by infected BMECs. A-B) bEnd.3 cells were infected 
with MHV3, MHV-A59 and 51.6-MHV3 at M.O.I of 0.1 and mRNA (A) and protein 
expression (B) of IFN-was evaluated at 24h p.i. by qRT-PCR and ELISA tests respectively. 
All samples were run in duplicate.  All experiments were conducted in triplicate. C-H) 
Evaluation of barrier integrity of bEnd.3 monolayers infected 48 h with MHV3, MHV-A59 
and 51.6-MHV3 at M.O.I of  0.1 in presence of recombinant IFN-pg/mlor anti-IFN-
monoclonal antibodies (1 ug/ml)CRecordings of TEER in infected bEnd.3cultures. D-
E)Evaluation of the paracellular permeability of infected bEnd.3 monolayers to NaF (D) or 
Evans blue (E) dyes. F-H) mRNA expression levels of occludin, ZO-1 and VE-cadherin in 
bEnd.3 cells evaluated by qRT-PCR. Values represent fold change in gene expression relative 
to uninfected cells (CTRL) after normalization with HPRT expression. Results are 
representative of two independent experiments. (*P < 0·05; **P < 0·01; ***P < 0·001) 
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3.3.5-  Discussion 
 
In this work, we report for the first time that BBB integrity can be impaired during acute liver 
infection by high hepatotropic MHV3, but not low hepatotropic MHV-59 and 51.6-MHV3 
strains, enabling MHV3 invasion of CNS. We demonstrated here that MHV strain-specific 
ability to cross the BBB during acute liver infection correlated with enhanced BBB 
permeability as evidenced in vivo and in vitro. Enhanced BBB permeability in MHV3 
infection only, is associated with higher viral tropism for BMECs and disruption of ZO-1, VE-
cadherin and occludin tight junctions. Such impairment of tight junction expression was 
independent of viral-induced barrier-dysregulating TNF-, IL-6, CCL2 and CXCL-10 but 
rather related to inhibition of barrier protective IFN- production by BMECs. 
 
Some human respiratory strains of CoVs have shown neuroinvasive properties and were 
proposed as potential etiological agents for multiple sclerosis (Arbour et al., 2000; Murray et 
al., 1992; Stewart et al., 1992) but their mechanism of neuroinvasion is unclear. The major 
aim of our work was to investigate the ability of CoVs to enter the CNS through the BBB 
during the acute phase of infection in peripheral organs. We provide evidence that brain 
invasion by blood-borne MHVs correlate with strain virulence and peripheral replication in the 
liver. As previous studies reported the inability of the low hepatotropic MHV-A59 strain to 
induce neurological disease following i.p. infection in contrast to the high hepatotropic MHV3 
(Tardieu et al., 1982; Gordfraind et al., 1997), we presumed a strain-specific restriction of 
CNS invasion at the BBB level according to virulence. In agreement, brain examination of i.p. 
acutely infected mice revealed that viral replication occurred only in the brain of MHV3-
infected mice indicating specific ability of this strain to enter the CNS by hematogenous route. 
Moreover, no replication in the brain of the 51.6-MHV3 variant, having no tropism for 
endothelial cells (Martin et al., 1994), suggested that permissivity of cerebral endothelial cells 
to MHV3 infection played a major role in brain invasion. This strain-specific ability of MHV3 
to cross the BBB in vivo has been confirmed in vitro on a modeled BBB of bEnd.3 cell 
monolayer grown on a transwell system. As expected, only MHV3 virus transmigrated across 
the bEnd-3 monolayer and reached the basolateral chamber. BBB invasion by MHV3 during 
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acute infection results from enhanced barrier permeability as evidenced by a higher decrease 
of TEER and leakage of both the low molecular weight NaF and the high molecular weight 
Evan’s blue dyes in the brain of infected mice and/or BMECs. We would reasonably assume 
that viral-induced BBB impairment preceded viral brain invasion in vivo since no virus titers 
were found until 72 h p.i. in the brain while infectious viruses were detected as soon as 24 h 
p.i. in the liver of MHV3-infected mice (results not shown). Thus, high primary replication of 
MHV3 in the liver may predispose secondarily to hematogenous spread of viruses to the CNS. 
Taken together, these results demonstrate the strain-specific ability of the highly hepatotropic 
MHV3 to cross the BBB but not the attenuated 51.6-MHV3 or low hepatotropic MHV-A59. 
 
BBB disruption by blood-borne viruses after primary replication in peripheral organs is a 
commun feature of several acute viral infections but mechanisms involved are not completely 
elucidated. Several of them, including the murine adenovirus (MAV)-1, human deficiency 
virus (HIV)-1, West Nil virus (WNV) and lymphocytic choriomeningitidis mouse virus 
(LCMV) infections were reported to trigger increase of BBB permeability through disruption 
of tight junctions (Spindler & Hsu, 2012; Gralinski et al., 2009; Daniels et al., 2014). We 
showed here for the first time, that a member of coronaviruses, the MHV3 can increase BBB 
permeability in impairing tight junctions ZO-1, VE-cadherin and occludin expression in 
BMECs and the brain. MHV-A59 or 51.6-MHV3 strains, however, induced no or a slight 
reduction of ZO-1 and VE-cadherin expression that may reflect their weak tropism for 
BMECs. No decrease of claudin-5 expression was observed suggesting that either claudin was 
not specifically altered by viral infection or low decrease of claudin-5 might be masked by the 
higher number of other claudin family members (Mineta et al., 2011).  
 
Viral replication and/or viral products are rarely directly implicated in BBB disruption 
(Spindler & Hsu, 2012) but MAV-1 infection itself and the gp120 from HIV were shown to 
disrupt tight junctions on BMECs (Gralinski et al., 2009; Nakamuta et al., 2008).  Replication 
of MHV3 in BMECs did not reach high titers and was associated with low cell damages and 
loss of activity. As expected, ligation to CEACAM1a viral receptor was essential for infection 
of BMECs by all MHVs but MHV3 exhibited an additional ability to take advantage of both 
caveolin- and clathrin-dependent endocytic pathways for entry into BMECs. MHV-A59 entry 
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via clathrin- but not caveolin-dependent endocytosis has also been previously reported in other 
cell types (Burkard et al., 2014; Eifart et al., 2007). TLR2 is located in enriched caveolin-1 
associated lipid rafs microdomains at cell surface (Soong et al., 2004). We have shown that 
TLR2 engagement by MHV3 on BMECs favored viral replication which is in agreement with 
our previous findings that viral S protein of MHV3 can ligate to both CEACAM1a and TLR2 
on macrophages (Jacques et al., 2009b), in contrast to MHV-A59 (Zhou et al., 2010). 
Interestingly, as TLR2 activation was shown to increase permeability and downregulate tight 
junction protein expression on BMECs (Nagyoszi et al., 2010), TLR2 ligation by viruses or 
soluble viral coat proteins may represent a new mechanism of BBB disruption by viruses. 
 
Viral fixation and endocytosis pathways also trigger activation of inflammatory cytokines, 
chemokines and interferon type 1 according to TLR and/or helicase-dependent downstream 
signalling pathways (Wang et al., 2004; Jacques et al., 2009b; Daniels et al., 2014). Loss of 
tight junctions in several viral infections can indirectly result from viral-induced barrier-
dysregulating cytokines or chimiokines such as IL-6, TNF-, CCL2 or CXCL10 by BMECs 
themselves or other CNS cell types (Spindler & Hsu, 2012; Wang et al., 2004; Afonso et al., 
2007; Chen et al., 2014; Chai et al., 2015). It was previously shown that MHV3 fixation to 
TLR2 in macrophages increased TNF- and IL-6 production (Jacques et al., 2009b) but 
herein, no induction of cytokine and chemokine production by MHV3-infected BMECs were 
observed. However, cytokine and chemokine productions were rather noted in BMECs 
infected with 51.6-MHV3 and MHV-A59 indicating that BBB breakdown can not result from 
viral-induced host inflammatory factors since BBB was not significantly altered by these latter 
strains. Nevertheless, we cannot exclude that cytokines and chemokines may be produced in 
vivo by recruited inflammatory cells in the CNS during MHV3 infection and thus contribute to 
BBB disruption. However, only few inflammatory cells have been evidenced by HES staining 
at 72h p.i. in the brain of MHV3-infected mice and levels of IL-6, TNF-, CCL2 and 
CXCL10 were lower in the brain of MHV3-infected mice in comparison to MHV-A59- and 
51.6-MHV3-infected mice (results not shown), thus minimizing the role of inflammatory 
factors in BBB breakdown.  
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Postinfection BBB breakdown has already been observed following intracerebral infection of 
mice with the strict neurotropic MHV-JHM strain and has been primarly associated with 
matrix-metalloproteinases (MMP)-9 produced by infiltrating neutrophils (Zhou et al., 2003). 
However, in this study, in vivo enhancement of BBB permeability was only observed by day 4 
p.i. Such discrepancies with our data may result from differences in the route of inoculation 
and the MHV strain used. It is possible that intracerebral inoculation, which is bypassing BBB 
transit, may have not conducted to infection of the endothelium by the virus. Herein, we report 
that MHV3 infection of BMECs can directly alter BBB integrity without assistance of 
neutrophils and MMPs. We cannot, however, rule out the possibility that later recruited 
neutrophils may further affect BBB integrity by MMP production once it has been firstly 
compromised by viral infection of BMECs. Preliminary data, however, revealed that 
expression of MMP1a and MMP3 by BMECs was not affected by in vitro infection with 
MHV3, 51.6-MHV3 nor MHV-A59 strains (results not shown). 
 
Unlike inflammatory mediators, IFN- is rather known to promote tight junction formation 
and stability (Kraus et al., 2004). The differential IFN- production by BMECs upon infection 
by MHVs may possibly represent one key factor in MHV strain specificity to induce BBB 
breakdown. We have shown that 51.6-MHV3 and, to a lesser extent MHV-A59, in comparison 
to MHV3, elicited IFN- production by BMECs supporting the hypothesis that IFN- could 
act as a protective factor in preventing barrier damages and brain invasion by these strains. 
The lower IFN- production by cells infected with MHV-A59 may reflect posttranscriptional 
inhibitory mechanisms of IFN- production by viral factors (reviewed in Rose & Weiss, 
2009). Induction of IFN- by WNV has already been reported to prevent its trafficking across 
a BBB model in vitro (Daniels et al., 2014). The specific mechanism of barrier protection by 
IFN- is unknown but Daniels et al. (2014) recently reported that IFN- was able to rescue 
barrier dysfunction elicited by inflammatory cytokines. Thus, one could speculate that IFN- 
production by MHV-A59- and 51.6-MHV3-infected BMECs may counteract cytokine-
mediated barrier damages or low levels of inflammatory cytokines produced by infected 
BMEC cells may not be sufficient to induce BBB breakdown.  In accordance, activation of 
type I IFNs by dengue virus was reported to ameliorate inflammatory cytokine-driven barrier 
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dysfunction in peripheral endothelium (Patkar et al., 2013). Importance of IFN-
downregulation inMHV3-induced BBB breakdown is supported by our results showing that 
addition of IFN- antagonized MHV3-mediated permeability and disruption of tight junctions 
in BMECs independently of its antiviral properties, as viral replication was not altered. 
Resistance of MHV3 to antiviral properties of type I IFN in vitro has already been observed 
(Vassão et al., 1994).  On the other hand, barrier integrity in MHV-A59 and 51.6-MHV3-
infected BMEC monolayers was lost when IFN- was neutralized with mAb antibodies, 
confirming that prevention of BBB breakdown during MHV-A59 and 51.6-MHV3 infection is 
due, at least, to IFN- production. Moreover, in contrast to MHV3, replication of MHV-A59 
and 51.6-MHV3 was lowered by IFN- suggesting that BMECs can control replication of 
these viral strains through IFN- production. This is in agreement with previous findings 
showing no appearance of productive replication of MHV-A59 in BMECs in vivo (Godfraind 
et al., 1997; Lavi et al., 1999).  
 
Hence, the results of this study report for the first time that hematogenous spread mouse 
coronaviruses can invade the CNS at the BBB level following peripheral primary replication. 
Following intraperitoneally (i.p.) infection, the MHV3 serotype induces acute lethal fulminant 
hepatitis in C57BL/6 mice within 4 days postinfection (p.i.) (Le Prévost et al., 1975) whereas 
the low hepatotropic MHV-A59 is cleared early in the liver, presumably through to a rapid 
control of viral replication by macrophages (Wijburg et al., 1997; Cervantes-Barragan et al. 
2009). Thus, sooner and higher replication of MHV3 in the liver (not shown) combined to 
higher permissivity of BMECs to MHV3 infection may potentiate BBB breakdown and 
dissemination of viruses into the CNS. Interestingly, advanced stages of viral or non-viral-
induced acute liver failure (fulminant hepatitis) in humans are often associated with lethal 
cerebral oedema as a consequence of BBB breakdown and alterations in the tight junctions 
(Nguyen 2013; Wei et al. 2013). On the other hand, preservation of BBB integrity and lower 
hepatic viral load in MHV-A59 and 51.6-MHV3 infections prevent their traffick from the 
periphery to the CNS. This hypothesis is supported by previous report showing that MHV-
A59 spread to the brain is only allowed after i.v injection of sodium dodecylsulfate detergent 
to the mice, which is presumed to alter BBB integrity (Godfraind et al., 1997). 
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In human infections, mechanism involved in CNS invasion by CoVs following primary 
infection in the upper respiratory tract is unclear. The CoV 229E strain was previously 
reported to infect BMECs (Cabirac et al., 1995), suggesting that BBB invasion by human 
CoVs is probable.  
 
The mechanism(s) used by MHV3 to block the production of IFN- by BMECs is pending. 
The absence of cytokine and chemokine production by MHV3-infected BMECs, in contrast to 
MHV-A59 and 51.6-MHV3, suggests that MHV3 may specifically evade detection by TLRs 
or helicases and/or signalling downstream pathways in BMECs. Accordingly, Mazaleuskaya 
et al. (2012) have recently shown that stimulation of TLR-2, TLR-4 and TLR-7 by specific 
agonists had no effect on MHV3 replication. Further research is needed to confirm viral 
evasion mechanisms used by MHV3 in BMECs and their consequence in BBB disruption. 
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Les cellules endothéliales (EC), par leur position anatomique et leur capacité de défense innée 
antivirale constituent une première barrière importante à la dissémination systémique de virus 
pléiotropiques par voie hématogène. Des dysfonctions au niveau des EC de la barrière hémato-
encéphalique (BHE) et des sinusoïdes hépatiques ont été rapportées lors de neuropathologies 
et d’hépatites aiguës ou chroniques d’origine virale (Guzmán-Fulgencio et al., 2011; Spindler 
& Hsu, 2012) suggérant que des atteintes à leur intégrité dans la phase aiguë de l’infection 
pourraient favoriser une aggravation du processus pathogénique. L’objectif principal de cette 
thèse visait à identifier les mécanismes impliqués dans les déficits précoces des EC des 
microvaisseaux cérébraux (BMEC) et des sinusoïdes hépatiques (LSEC) lors d’infections 
virales aiguës, en relation avec leurs rôles dans les réponses antivirales et leurs fonctions 
inflammatoires ou de tolérance, et leur conséquence sur l’évolution de l’infection. À l’aide de 
différents sérotypes et variants MHV, sélectionnés pour leur capacité à induire des hépatites et 
des maladies neurologiques et leurs différents niveaux de pathogénicité et/ou de tropisme pour 
les EC, nous avons démontré que l’infection productive des EC cérébrales et hépatiques se 
traduit par des anomalies fonctionnelles et structurales qui favorisent l’invasion virale 
intracérébrale et aggravent la sévérité de l’hépatite. Plus précisément, nous avons démontré 
que l’infection primaire du foie et des LSEC par le sérotype fortement virulent MHV3 
provoque un bris de la tolérance hépatique et un dérèglement dans le recrutement 
intrahépatique des cellules inflammatoires qui favorisent la réplication virale et exacerbent la 
réponse inflammatoire et les dommages hépatiques. Ces dysfonctions sont en partie reliées à la 
fixation du MHV3 au TLR2 présent à la surface des cellules hépatiques, dont les LSEC, 
révélant un nouveau rôle pour le TLR2 dans l’aggravation de la réponse inflammatoire et de la 
sévérité de l’hépatite virale aiguë.  
 
Nous avons également démontré que la forte réplication virale et les dysfonctions induites par 
le MHV3 dans le foie, par rapport au sérotype moins virulent MHV-A59 et au variant atténué 
51.6-MHV3, corrélaient aussi avec l’invasion virale du SNC. Cette invasion était associée 
avec l’induction spécifique par le virus MHV3 d’un bris de la BHE résultant d’une altération 
des protéines de jonctions sur les BMEC entraînant ainsi une augmentation de la perméabilité 
de la BHE et l’entrée subséquente du virus dans le SNC. 
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Cette discussion générale a pour objectif de contextualiser les principaux résultats et 
observations rapportés dans cette thèse en les intégrant de manière séquentielle dans les 
processus pathogéniques de l’hépatite et des atteintes neurologiques dans le modèle 
d’infection aiguë causée par le MHV3. La contribution des avancées de cette thèse sera 
ensuite mise en relation avec les problématiques auxquelles font face les infections humaines 
causées par des coronavirus et des virus d’hépatite humaine. Ce chapitre se terminera par une 
ouverture vers des perspectives de recherches et d’applications en relation avec les avancées 
faites au cours de ces travaux. 
 
4.1-  Rôles des anomalies fonctionnelles des LSEC et de l’activation du TLR2 dans la 
sévérité de l’hépatite aiguë causée par le MHV3 
 
Le sérotype MHV3 est le plus virulent des MHV, induisant une hépatite fulminante chez les 
souris susceptibles qui entraîne la mort dans les 3 à 5 jours p.i. (Le Prévost et al., 1975). La 
virulence du sérotype MHV3 est associée à des dysfonctions hépatiques qui résultent d’une 
réplication virale élevée et de l’induction d’une réponse immunopathologique responsables 
d’une nécrose hépatocellulaire extensive (Lamontagne & Jolicoeur, 1994). Cependant, les 
mécanismes primaires qui prédisposent à l’induction de cette réponse inflammatoire délétère 
sont peu connus. Étant donné que les LSEC sont les principales cellules responsables de la 
tolérance hépatique (Tiegs & Lohse, 2010) et qu’elles comptent parmi les premières à être 
infectées par le MHV3 (Martin et al., 1994), nous avions postulé que des anomalies 
fonctionnelles précoces, résultant de l’infection virale dans ces cellules, pourraient conduire à 
un bris de tolérance hépatique et à une réponse inflammatoire incontrôlée favorisant 
l’aggravation de l’hépatite. Cette hypothèse était soutenue par des observations 
histopathologiques antérieures qui avaient révélé une altération de la microcirculation des 
sinusoïdes et du nombre de fenestrations des LSEC dans les premières heures p.i. (Levy et al., 
1983; Steffan et al., 1995). Nous avons démontré au chapitre 3 (article 3) que l’infection 
productive des LSEC in vitro par le MHV3 était associée à des dommages cellulaires et à une 
réversion de leur phénotype tolérogénique au profit d’un phénotype pro-inflammatoire. En 
effet, l’infection des LSEC par le MHV3 se traduisait par une inhibition de la production des 
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cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF- et une stimulation de médiateurs pro-
inflammatoires tels que l’alarmine IL-33, les cytokines IL-6 et TNF- et les chimiokines 
CXCL1, CXCL10 et CCL2 dès 24h p.i. Une production de cytokines et de chimiokines 
inflammatoires par les LSEC a déjà été observée suite à une infection par le cytomégalovirus 
et le virus de la dengue, (Peyrefitte et al., 2006, Connolly et al., 2010;  Kern et al., 2010), 
supportant l’hypothèse que l’infection des LSEC favorise leur conversion vers un phénotype 
inflammatoire. L’importance d’une infection robuste des LSEC dans l’induction d’un 
phénotype pro-inflammatoire a été démontrée à l’aide des virus atténués 51.6- et YAC-MHV3. 
Le variant 51.6-MHV3, sélectionné suite à une infection sur des cellules L2 en présence 
d’anticorps monoclonaux neutralisants dirigés contre la protéine de surface S (A51 et A37), se 
distingue du sérotype parental MHV3 par une absence de tropisme pour les LSEC (Martin et 
al., 1994) et l’induction d’une hépatite aiguë moins sévère (Lamontagne et al., 1994) alors que 
le variant non pathogène YAC-MHV3, généré suite à une infection persistante par le MHV3 
dans la lignée cellulaire lymphoïde YAC-1, démontre un faible taux réplicatif dans les 
macrophages et induit une hépatite sub-clinique (Lamontagne & Dupuy, 1984). L’infection 
des LSEC avec ces variants n’était pas associée à une réversion de leurs propriétés 
tolérogéniques et corrélait in vivo avec des niveaux plus faibles de cytokines pro-
inflammatoires et des dommages hépatiques moins sévères que ceux induits par le MHV3, 
démontrant l’importance du maintien de l’équilibre tolérance/inflammation ainsi que de 
l’intégrité fonctionnelle des LSEC dans l’évolution de la gravité de l’hépatite. Nous avons 
démontré que la forte permissivité des LSEC à la réplication du MHV3, au contraire des 
variants 51.6- et YAC-MHV3, était associée à une faible induction virale de la production 
d’IFN- par ces cellules. Il est donc proposé que le contrôle précoce de la réplication des 
variants 51.6- et YAC-MHV3 par les LSEC dans les sinusoïdes diminue la charge virale 
entrant dans le parenchyme hépatique. Cette hypothèse est supportée par des titres viraux plus 
faibles des variants dans le foie à tous les temps p.i. en comparaison avec le MHV3. 
 
L’induction des réponses inflammatoires et innées dans le foie est subséquente à la détection 
de la présence virale par les PRR, tels que les TLR et hélicases, exprimés par les cellules 
hépatiques (revue dans Nakamoto & Kanai, 2014). Les TLR endosomaux et les hélicases 
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cytosoliques sont généralement les senseurs les plus importants dans la détection des 
infections virales (Broering et al., 2011). Quoiqu’il était connu que le TLR7 et l’hélicase 
MDA-5 sont les senseurs activés lors d’infections par différents sérotypes de MHV 
(Cervantes-Barragan et al., 2007; Roth-Cross et al., 2008), ceux impliqués dans les infections 
par le MHV3 n’avaient pas été rapportés à l’exception d’une étude ayant montré que la 
reconnaissance de la protéine S du MHV3 par le TLR2, et non par le récepteur viral 
CEACAM1a, était responsable de l’induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF- 
dans le foie de souris infectées (Jacques et al., 2009b). Ces résultats suggèrent un rôle 
important du TLR2 dans la réponse inflammatoire induite lors d’infection par le MHV3. En 
comparant l’infection de souris C57Bl/6 et TLR2 KO par le MHV3, nous avons démontré que 
les niveaux intrahépatiques des cytokines IL-6, TNF- de même que les chimiokines CXCL1, 
CXCL10, CCL2 et l’alarmine IL-33 étaient fortement diminués chez les souris TLR2 KO, 
corrélant avec des dommages hépatiques moins sévères et un prolongement de la survie des 
animaux (Chap.3 article 2). Il est connu que l’activation du TLR2 déclenche les cascades de 
signalisation menant à l’activation des facteurs de transcription NF-B et AP-1 nécessaires à 
l’induction des médiateurs pro-inflammatoires (revue dans Newton & Dixit, 2012). Nos 
observations non seulement démontrent le rôle particulier du TLR2 dans l’aggravation de 
l’hépatite induite par le MHV3 mais suggèrent aussi que la fixation du MHV3 au TLR2 à la 
surface des cellules hépatiques l’exprimant est un facteur déterminant dans la fulminance de 
l’hépatite et dans l’exacerbation de la réponse inflammatoire hépatique. Ce rôle aggravant du 
TLR2 a d’ailleurs récemment été mis en évidence dans la réponse inflammatoire et la sévérité 
de l’hépatite aiguë expérimentale induites par la ConA (Zhou et al., 2014). De plus, la fixation 
de certains virus, tel que l’entérovirus 71, au TLR2 a été montré comme un facteur exacerbant 
la production de cytokines inflammatoires (Gong et al., 2012). D’autre part, l’infection des 
souris C57Bl/6 par le MHV3 entraînait aussi une augmentation considérable de l’expression 
du TLR2 dans le foie alors qu’elle n’affectait peu ou pas l’expression des autres PRRs (TLR3, 
TLR4, TLR7, RIG-1, MDA-5). Ce résultat suggère non seulement une implication plus 
importante du TLR2 que les autres PRR dans la reconnaissance virale mais aussi une 
augmentation subséquente de la réponse inflammatoire par la fixation de la progéniture virale 
aux cellules hépatiques sur-exprimant le TLR2. L’approche in vivo n’a pas permis d’identifier 
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le mécanisme responsable de cette induction spécifique. Étant donné la faible induction des 
PRR par le MHV3, une voie de signalisation indépendante des PRR est probablement 
impliquée dans l’induction du TLR2. Il est néanmoins probable que la fixation du MHV3 au 
TLR2 stimule directement sa propre expression puisque la transcription du gène TLR2 est 
sous la dépendance de la voie MyD88, et cette voie est activée par la signalisation du TLR2 
(Hu et al., 2007). Une augmentation de l’expression du TLR2 par le virus murin de Theiler a 
déjà été rapportée sur des astrocytes infectés mais était conséquente à l’induction et 
l’activation préalables du TLR3 par le virus (So & Kim, 2009). Des infections in vivo avec le 
virus MHV3 chez des souris KO pour le TLR3 et/ou le MyD88 ou in vitro, sur des cellules 
traitées avec des siRNAs ciblant ces voies, pourraient confirmer ou non leur rôle dans 
l’induction du TLR2. 
 
Plusieurs cellules hépatiques résidentes, dont les hépatocytes, les KC et les LSEC, sont 
reconnues pour exprimer le TLR2 et répondre à son activation par la production de cytokines 
et chimiokines (revue dans Nakamoto & Kanai, 2014). Les LSEC et les KC des sinusoïdes 
sont les premières cellules à être infectées par les MHV hépatotropes (Martin et al., 1994; 
Wijburg et al., 1996). L’induction et l’activation précoce du TLR2 par le MHV3 sur ces 
cellules, avant même son entrée dans le parenchyme hépatique, pourrait promouvoir la 
production rapide de facteurs inflammatoires qui favoriseraient le bris de la tolérance 
hépatique. Nous avons observé que l’infection in vitro des LSEC par le MHV3, au contraire 
des variants 51.6- et YAC-MHV3, augmentait fortement leur expression du TLR2. D’autre 
part, en abrogeant l’expression du TLR2 sur les LSEC par des siRNA, nous avons determiné 
que l’induction de CXCL1 et d’IL-6 par le MHV3, et non par les variants atténués, était 
dépendante du TLR2 (chap. 3, article 3). Nos résultats sont en accord avec ceux de Liu et al. 
(2013) qui ont récemment démontré que l’activation des LSEC par un ligand TLR2 renversait 
leur phénotype tolérogénique en promouvant l’induction de cytokines inflammatoires. Par 
ailleurs, ce phénomène n’était pas observé lorsque les cellules étaient stimulées avec d’autres 
ligands TLR, démontrant l’importance du TLR2 dans l’activation inflammatoire des LSEC. 
Les KC des sinusoïdes sont les principales cellules hépatiques responsables de l’induction de 
l’immunité innée et de la réponse inflammatoire lors d’infections virales (Kowalewska et al., 
2011). Il avait préalablement été rapporté que le MHV3 induisait in vitro la production rapide  
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d’IL-6 et de TNF- par des macrophages via l’activation du TLR2 (Jacques et al., 2009b). 
Cette propriété d’activer le TLR2 à la surface des macrophages serait spécifique au sérotype 
MHV3 puisque qu’aucune production de cytokines pro-inflammatoires dépendantes du TLR2 
n’a été observée chez des macrophages infectés avec le sérotype MHV-A59 (Zhou et al., 
2012). Comparativement à l’hépatite fulminante induite par le MHV3, le MHV-A59 cause une 
hépatite modérée suivie par l’élimination du virus dans les 8 à 10 jours p.i. (Godfraind & 
Coutelier, 1998), suggérant que les dommages hépatiques moins sévères corrèlent avec une 
réponse inflammatoire atténuée par l’incapacité de ce sérotype à se fixer au TLR2 sur les KC 
ou d’autres cellules hépatiques exprimant le TLR2. En accord avec cette hypothèse, nous 
avons démontré que le MHV-A59 n’induisait pas l’expression du TLR2 dans le foie et que la 
production des cytokines IL-6, TNF- de même que les chimiokines CXCL1, CXCL10 et 
CCL2 étaient beaucoup moins importantes chez les souris infectées avec le MHV-A59, 
atteignant des niveaux similaires à ceux des souris TLR2 KO infectées avec le MHV3 
(Chap.3, article 2). 
 
Plusieurs facteurs inflammatoires induits lors de l’hépatite aiguë causée par le MHV3 ont été 
associés avec une aggravation des lésions. Il a été rapporté que l’induction de TNF- corrélait 
avec la fulminance de l’hépatite, tel que démontré par une diminution drastique de la nécrose 
hépatique et une survie fortement améliorée chez les souris déficientes en TNF- ou son 
récepteur TNFR1 (Xu et al., 2014; Liu et al., 2015). Cette cytokine est rapidement produite 
lors d’infection par le MHV3 puisque des concentrations sériques de TNF- sont décelables 
dès 24 h p.i., avant même la détection du virus dans le foie (Devictor et al., 1992). Ces 
observations suggèrent que la production rapide de TNF- pourrait provenir des LSECs et/ou 
des KCs infectées dans les sinusoïdes suite à la fixation du virus au TLR2. Corroborant cette 
hypothèse, des niveaux de TNF- étaient observables dès 24 h p.i. seulement chez les souris 
C57BL/6 infectées avec le MHV3 et non avec les variants 51.6- et YAC-MHV3 ou chez les 
souris TLR2 KO infectées avec le MHV3 (Chap. 3, articles 2 et 3). Par ailleurs, il a aussi été 
démontré que la production du facteur pro-coagulant fgl2 par les LSEC lors de l’infection par 
le MHV3 déclenchait une thrombose microvasculaire associée à une nécrose hépatocellulaire 
importante (Ding et al., 1997). Nous avons effectivement observé que les infections in vivo et 
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in vitro des LSECs par le MHV3 induisaient des niveaux plus importants de fgl2 qu’avec les 
variants atténués 51.6- et YAC-MHV3 mais seulement à partir de 48 h p.i. (Chap. 3, article 3). 
Cependant, le fgl2 n’était pas diminué chez les souris TLR2 KO infectées par le MHV3 et les 
souris C57Bl/6 infectées avec le MHV-A59 (Chap. 3, article 2). Ces observations suggèrent 
plutôt un impact secondaire et/ou tardif du fgl2 dans le processus pathogénique de l’hépatite 
tout en étant indépendant de l’activation du TLR2. 
 
Il a aussi été rapporté que certaines chimiokines produites en excès dans le foie, dont la 
CXCL1 et la CLXC10, pouvaient contribuer directement à l’hépatotoxicité et la 
pathophysiologie (Stefanovic et al., 2005; Dong et al., 1998). Nous avons montré que les 
LSEC infectées in vitro par le MHV3 produisaient d’importantes quantités de CXCL1 sous la 
dépendance du TLR2 (Chap. 3, article 3). Cependant, la production de chimiokines dans le 
foie est principalement sous le contrôle des KC et des hépatocytes (Stefanovic et al., 2005; 
Dong et al., 1998), ces derniers produisant les niveaux les plus importants lors d’agression 
(Wasmuth et al., 2010), avant même l’apparition des dommages hépatiques (Leifeld et al., 
2003). Exprimant le TLR2, l’activation de ces cellules par le virus pourrait être un facteur 
contributif significatif à la production hâtive et majeure de chimiokines et à la nécrose 
hépatocellulaire subséquente chez les souris C57Bl/6 infectées avec le MHV3. D’ailleurs, des 
résultats préliminaires obtenus sur une culture primaire d’hépatocytes rendus déficients pour 
l’expression du TLR2 ont révélé l’importance de ce senseur  dans l’induction par le MHV3 de 
la production de chimiokines par ces cellules. 
 
Les chimiokines jouent aussi un rôle déterminant dans le recrutement intrahépatique des 
cellules inflammatoires (Saiman & Friedman, 2012). En effet, la production plus importante 
de chimiokines dans le foie de souris C57Bl/6 infectées avec le MHV3, par rapport aux souris 
infectées avec le MHV-A59 ou aux souris TLR2 KO infectées avec le MHV3, se traduisait par 
un recrutement précoce (dès 24 h p.i.) de neutrophiles et de macrophages tel que montré lors 
des analyses par cytofluorométrie (Chap. 3, article 2). Il est possible que le recrutement hâtif 
de ces cellules participe, via leur production de cytokines et de chimiokines, à l’aggravation de 
la réponse inflammatoire et des lésions hépatiques suite à une activation du TLR2 sur ces 
cellules par le MHV3. Supportant cette hypothèse, l’examen histopathologique du foie des 
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souris C57Bl/6, et non des souris TLR2 KO, infectées avec le MHV3 révélait à 24h p.i. une 
présence de cellules inflammatoires localisées dans ou près des foyers nécrotiques. Cependant, 
ce recrutement était transitoire car dès 48 h p.i., les nombres de neutrophiles et de 
macrophages diminuaient alors qu’ils étaient maintenus ou augmentés chez les souris TLR2 
KO infectées avec le MHV3 et les souris C57Bl/6 infectées avec le MHV-A59. Parallèlement, 
des diminutions spécifiques et/ou plus importantes des cellules NK et NK-T et des 
lymphocytes B et T  étaient aussi observées. Il a déjà été montré que la chute des cellules NK 
et NK-T hépatiques était consécutive à une apoptose post-réplication (Lehoux et al., 2004; 
Jacques et al., 2008)  et que  les macrophages et les lymphocytes B et T étaient permissifs à 
l’infection par le MHV-3 et/ou diminués par conséquence des déficits cellulaires induits par le 
virus dans les organes lymphoïdes tels que la moelle osseuse, la rate et le thymus (Jolicoeur & 
Lamontagne, 1989; Lamontagne et al., 1989a; Lamontagne et al., 1989b; Lamontagne & 
Jolicoeur 1991). Des résultats préliminaires in vitro suggèrent aussi que les neutrophiles 
seraient permissifs au MHV3. Conséquemment, tous ces résultats indiquent que les pertes 
cellulaires résulteraient d’une infection virale plus généralisée, précédant ou suivant le 
recrutement intrahépatique des cellules inflammatoires, et qui serait favorisée par la présence 
du TLR2. D’ailleurs, toutes ces cellules sont connues pour exprimer le TLR2 (revue dans 
Nakamoto & Kanai, 2014).  
 
Cette hypothèse est soutenue par la détection de titres viraux plus élevés dans le foie des souris 
C57Bl/6 que dans celui des souris TLR2 KO infectées (Chap. 3, article 2), suggérant un effet 
activateur du TLR2 sur la réplication virale. Cet effet activateur a d’ailleurs été confirmé dans 
l’infection des LSEC puisque la réplication du MHV3 était fortement diminuée dans les 
cellules dont l’expression du TLR2 avait été abrogée par des siRNA (Chap. 3, article 3). Il a 
été démontré que la réplication des MHVs dépendait de l’activation de la MAPK P38 au début 
du cycle réplicatif (Banerjee et al., 2002). Étant donné que la signalisation induite par le TLR2 
est associée à l’activation des MAPK, dont la P38 (Newton & Dixit, 2012), il est envisageable 
que la fixation du MHV3 au TLR2, avant même son entrée dans la cellule, prédispose à une 
réplication virale plus efficace. De plus, l’induction de l’expression du TLR2 par le MHV3 sur 
ces cellules pourrait favoriser davantage sa réplication.  
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D’autre part, la chute des populations leucocytaires pourrait aussi être reliée à la mort ou à la 
perturbation des fonctions vasculaires des LSEC induites par le MHV3, se traduisant par un 
recrutement moins efficace. En effet, contrairement à ce qui a été observé chez les souris 
infectées par le MHV3, la plupart des populations leucocytaires étaient augmentées ou non 
affectées à 48 h p.i. dans le foie des souris infectées avec les variants 51.6- et YAC-MHV3 
(Chap. 3, article 3), démontrant l’importance de l’intégrité des LSEC dans le recrutement 
leucocytaire. L’extravasation des leucocytes circulants au travers des sinusoïdes dépend d’une 
vasodilatation locale qui favorise, en diminuant la vélocité du flux sanguin, les interactions 
avec les molécules d’adhésion de l’endothélium (Danese et al., 2007). Nous avons démontré 
que le MHV3, au contraire des variants atténués, diminuait la production de NO par les LSEC, 
un facteur vasodilatant important dans la régulation du débit sanguin des sinusoïdes 
(Yokomori et al., 2012) (Chap. 3, article 3). Il est proposé que cette diminution se traduise par 
une hypertension sinusoïdale qui compromettrait un recrutement leucocytaire efficace. 
Supportant cette hypothèse, une oblitération des sinusöides a déjà été rapportée dans l’hépatite 
aiguë induite par le MHV3 (Bloch et al., 1975).  
 
Nonobstant le mécanisme impliqué, la chute des populations cellulaires de l’immunité innée 
observée chez les souris C57Bl/6 infectées avec le MHV3 pourrait compromettre l’efficacité 
de la défense anti-virale et contribuer à la fulminance de l’hépatite induite par ce sérotype. En 
effet, il a été rapporté que l’élimination in vivo des cellules NK aggravait l’hépatite induite par 
le MHV3 (Bukowski et al., 1983). Un rôle important des macrophages dans le contrôle de la 
réplication du MHV3 par la production d’IFN- a aussi récemment été suggéré (Mazaleuskaya 
et al., 2012). D’ailleurs, Wijburg et al. (1997) ont montré que l’hépatite modérée induite par le 
MHV-A59 était associée au recrutement et à l’activité anti-virale des macrophages puisque 
l’infection de souris déficientes en macrophages se traduisait par une hépatite fulminante et la 
mort des animaux en moins de quatre jours. Des résultats préliminaires suggèrent aussi que la 
perte des neutrophiles contribue à la sévérité de l’hépatite induite par le MHV3 puisque 
l’élimination des neutrophiles chez les souris, préalablement à l’infection, entraînait une 
mortalité précoce des animaux. Le rôle des neutrophiles lors d’infections par des MHV est peu 
connu mais il a été démontré dans le modèle  d’infection aiguë par le sérotype neurotrope 
MHV-JHM, que l’infiltration intracérébrale des neutrophiles était cruciale pour limiter la 
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réplication virale (Zhou et al., 2003). Bref, ces observations suggèrent que la chute des 
cellules NK, macrophages et neutrophiles nuise à la défense anti-virale, conduisant ainsi à une 
réplication virale et des effets pathogéniques plus importants. 
 
Dans l’ensemble, ces résultats mettent donc en évidence l’importance de l’intégrité des LSEC 
dans le maintien d’un équilibre tolérance/inflammation favorisant une réponse anti-virale 
efficace tout en limitant les dommages associés à un excès de médiateurs inflammatoires. 
L’infection des LSEC par le MHV3, combinée à l’activation du TLR2 sur les cellules 
hépatiques, dont les LSEC, seraient des facteurs déterminants dans la sévérité de l’hépatite 
associée à des dysfonctions de l’immunité innée et à une exacerbation délétère de la réponse 
inflammatoire, de la réplication virale et des dommages hépatiques. 
 
4.2-  Rôle des anomalies fonctionnelles et structurales des cellules endothéliales de la 
barrière hémato-encéphalique (BHE) dans l’invasion cérébrale du MHV3 lors 
d’infection aiguë  
 
Le SNC est protégé contre l’invasion par la plupart des virus hématogènes (Hase et al., 1990; 
Kobiler et al., 1989; Lustig et al., 1992) par l’étanchéité de la BHE, assurée par le système 
complexe de jonctions serrées et les mécanismes de défenses innées des cellules endothéliales 
(BMEC) (Spindler & Hsu, 2012; Lampron et al., 2013). Certains virus ciblant des organes 
périphériques pour leur réplication primaire, tels que le HIV-1 et le WNV, ont néanmoins 
acquis des stratégies d’invasion de cette barrière pour induire secondairement des 
neuropathologies (revue dans Swanson & McGavern, 2015), impliquant que l’efficacité des 
mécanismes viraux et/ou des réponses innées des BMEC à l’interface de la BHE varie selon la 
nature des virus. Il a été rapporté que plusieurs souches de coronavirus murins et humains 
démontraient un potentiel neurotropique (Arbour et al., 2000; Bender & Weiss, 2010) mais les 
mécanismes d’invasion du SNC n’ont pas clairement été élucidés. Il a été préalablement 
démontré que l’infection par voie i.p. avec le sérotype fortement virulent MHV3, à la 
difference du sérotype moyennement virulent MHV-A59, pouvait se disséminer au cerveau 
après une réplication primaire dans le foie (Virelizier et al., 1975; Lavi et al., 1986), suggérant 
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une restriction différentielle de l’invasion cérébrale par la BHE selon les sérotypes. Nous 
avons démontré pour la première fois, dans l’article 1 (Chap. 3), la capacité pour des 
coronavirus murins circulant par voie hématogène  d’envahir le SNC au niveau de la BHE en 
fonction de leur tropisme et leur virulence pour le foie. En effet, nous avons montré que 
l’invasion cérébrale par le sérotype fortement virulent MHV3 seulement corrélait avec une 
réplication virale primaire dans le foie plus importante que celle du MHV-A59. Ce mécanisme 
d’invasion du SNC prend toute son importance chez les souris dites semi-susceptibles, qui 
développent une maladie neurologique après avoir survécu à la phase aigue de l’hépatite 
(Vireliezier et al., 1975). Il a été démontré, chez ces souris, que l’immunodéficience 
périphérique induite lors de l’infection aiguë par le MHV3 prédisposait à la persistance virale 
et à la neuropathogenèse (Lamontagne et al., 1986). Ainsi, les déficits en cellules 
inflammatoires intrahépatiques pourraient contribuer à une élimination moins efficace du 
MHV3 qui favoriserait par le fait même une charge virale plus forte en circulation sanguine et 
une invasion cérébrale secondaire. De plus, les déficits partiels en cellules lymphocytaires 
dans les organes lymphoïdes diminuent possiblement le recrutement des lymphocytes à 
l’interface de la BHE et dans le SNC, compromettant l’efficacité de la réponse immune 
adaptative anti-virale (Lamontagne et al., 1986).  
 
Par ailleurs, nous avons démontré in vivo et in vitro, sur une lignée de BMEC, que l’invasion 
cérébrale du MHV3 résultait de dysfonctions structurales et fonctionnelles chez les BMEC 
induites par l’infection virale. En effet, le MHV3, au contraire du MHV-A59, altérait 
fortement l’expression des protéines de jonction occludine, VE-cadhérine et ZO-1 chez les 
BMEC conduisant à une augmentation de la perméabilité de la BHE et au transit viral 
subséquent dans le SNC. L’induction d’un bris de la BHE, secondaire à une infection primaire 
périphérique, a déjà été rapportée lors d’infections par le HIV-1, le WNV et le HTLV (revue 
dans Spindler & Hsu, 2012). Le HIV-1 peut aussi envahir indirectement le SNC par le 
mécanisme dit du « cheval de Troie » suite à une infiltration cérébrale de monocytes 
périphériques infectés (Alexaki & Wigdahl, 2008). Bien que les monocytes soient des cibles 
pour le MHV3 (Dindzans et al., 1985), il est peu probable que ce mécanisme soit impliqué 
dans l’invasion cérébrale, puisque le variant 51.6-MHV3, affichant un tropisme identique au 
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MHV3 pour les macrophages mais plus faible pour les EC, était indétectable dans le cerveau 
des souris infectées (Chap. 3, article 1). 
 
L’altération des protéines de jonction chez les BMEC peut résulter de dommages causés par 
l’infection virale elle-même, comme démontré lors d’infection par le MAV-1 (Gralinski et al., 
2009), ou de dommages collatéraux causés par des cytokines et chimiokines inflammatoires 
induites par l’infection virale, comme lors d’infections par le HIV-1, le JEV ou le HTLV 
(revue dans Spindler & Hsu, 2012; Chen et al., 2014; Afonso et al., 2007). L’infection des 
BMEC par le MHV3 n’a pas conduit à des effets cytopathiques ou à la mort cellulaire mais 
néanmoins à une réplication virale plus importante que celle du MHV-A59. Un faible tropisme 
du MHV-A59 pour les BMEC, malgré l’expression fonctionnelle du récepteur viral 
CEACAM1a, avait déjà été observé mais son mécanisme n’a pas été élucidé (Godfraind et al., 
1997). Par l’utilisation d’ARN interférents spécifiques, nous avons démontré que le récepteur 
viral CEACAM1a était effectivement essentiel à l’infection des BMEC par les virus MHV-
A59 et MHV3, mais que l’utilisation combinée, par le MHV3 seulement, des voies 
endocytaires dépendantes de la clathrine et de la cavéoline optimisait son entrée dans les 
cellules. Par ailleurs, tout comme dans l’infection des LSEC, la fixation du MHV3 au TLR2 
favorisait sa réplication dans les BMEC, alors que celle du MHV-A59 était peu influencée par 
le TLR2. Cependant, l’infection des BMEC par le MHV3, au contraire du MHV-A59, 
n’induisait pas la production de cytokines et de chimiokines inflammatoires, impliquant que le 
mécanisme sous-jacent à l’altération des protéines de jonctions serrées par le MHV3 est 
probablement indépendant des médiateurs inflammatoires. Le mécanisme reste à définir mais 
il est proposé que la fixation du MHV3 au TLR2 serait en partie impliquée dans le bris de la 
BHE puisqu’il a été rapporté que l’activation du TLR2 sur les BMEC entraînait une 
augmentation de la perméabilité de la BHE associée à une réduction de l’expression de 
l’occludine (Nagyoszi et al., 2010). D’autre part, nous avons démontré que l’absence de 
dommages cellulaires et d’invasion de la BHE observés lors d’infection par le MHV-A59, en 
dépit de la présence de facteurs inflammatoires, étaient reliés à l’induction spécifique d’IFN- 
par les BMEC infectés avec ce sérotype. Contrairement aux médiateurs inflammatoires, l’IFN-
est reconnu pour promouvoir la synthèse des protéines de jonction et stabiliser la BHE 
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(Kraus et al., 2004). En accord avec nos observations, l’IFN- peut prévenir le passage 
transendothélial du WNV in vitro en contrecarrant les dommages médiés par les cytokines 
induites par le virus (Daniels et al., 2014). L’effet protecteur de l’IFN- a été confirmé par 
l’ajout exogène d’IFN- aux cultures de BMEC infectées par le MHV3 qui prévenait alors 
l’altération des protéines de jonction et l’augmentation de la perméabilité induites par le virus. 
Ces résultats indiquent donc que l’invasion cérébrale du MHV3 est associée à un bris de la 
BHE, résultant d’une altération des protéines de jonctions serrées sur les BMEC combinée à 
une inhibition ou une absence d’induction, par le virus, de la production d’IFN- protecteur 
par ces cellules. 
 
L’absence de production de cytokines inflammatoires et d’IFN- par les BMEC infectées avec 
le MHV3 suggèrent des mécanismes d’évasion virale de la reconnaissance par les PRR. Par 
ailleurs, comme le MHV3 induisait fortement la production de cytokines et chimiokines 
inflammatoires chez les LSEC (Chap. 3, article 3), ces mécanismes d’évasion seraient 
possiblement spécifiques de la nature de la cellule-hôte.  Une induction différentielle d’IFN- 
selon la nature de la cellule infectée a déjà été rapportée avec le MHV-A59 (revue dans Rose 
& Weiss, 2009). D’autre part, il a été suggéré que la réplication virale des MHV s’effectuait 
transitoirement à l’intérieur de vésicules à double membrane dérivées possiblement du 
réticulum endoplasmique (revue dans King et al., 2011). Ces structures pourraient alors 
protéger l’ARN viral de la détection par les senseurs viraux endosomaux et/ou 
cytoplasmiques. Il est aussi possible que l’utilisation par le MHV3 de la voie endosomale 
dépendante de la cavéoline pour l’entrée dans les BMEC soit un mécanisme permettant la 
séquestration des particules et l’évitement de la détection par les PRR. En accord avec cette 
hypothèse, Itoh et al. (2008) ont rapporté que la voie endocytaire dépendante de la clathrine 
était plus importante que celle de la cavéoline dans l’induction de l’IFN-β en réponse à des 
ARNdb viraux. De plus, advenant un échec de l’évasion des PRR, plusieurs protéines virales 
des MHV, produites lors du cycle réplicatif, ont montré des capacités d’inhibition de la 
production et/ou de la signalisation des IFN de type I (Ye et al., 2007; Züst et al., 2007), 
suggérant une possibilité d’interférence avec la signalisation par les PRR. À cet égard, il a 
récemment été rapporté que l’activation des TLR2, TLR4 et TLR7, au contraire du TLR3, 
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n’affectait pas la production de MHV3 infectieux chez des macrophages (Mazaleuskaya et al., 
2012). Il est donc possible que la fixation du MHV3 au TLR2 des BMEC favorise l’infection 
mais que le virus interfère postérieurement avec la voie de signalisation du TLR2 ou d’autres 
TLR, empêchant la production de cytokines.    
 
Contrairement au MHV3, l’induction de cytokines, chimiokines et d’IFN- par le MHV-A59 
dans les BMEC pourrait représenter un facteur restrictif additionnel à son entrée dans le SNC 
en favorisant une défense anti-virale robuste à l’interface de la BHE. Il a été démontréque les 
IFN de type I étaient indispensables au contrôle de l’infection virale cérébrale aiguë par le 
MHV-A59 (Roth-Cross et al., 2007). Nous avons en effet observé que l’ajout d’IFN-aux 
BMEC infectées avec le MHV-A59 supprimait sa réplication virale, alors que sa neutralisation 
par des anticorps l’augmentait, supportant un rôle majeur de l’activité antivirale de l’IFN- 
dans le contrôle de l’infection par le MHV-A59. Le recrutement rapide de 
monocytes/macrophages en réponse aux chimiokines produites par les BMEC pourrait aussi 
contribuer à l’élimination virale. En effet, il a récemment été rapporté que la production du 
facteur anti-viral IFIT-2 par des macrophages activés via l’IFN-, diminuait drastiquement la 
réplication virale et la sévérité de l’encéphalite induite par le MHV-A59 (Butchi et al., 2014).  
 
Les résultats de notre étude rapportent pour la première fois la possibilité d’invasion de la 
BHE par les MHV suivant une voie non-neurale d’infection. Nous avons montré que le bris de 
la BHE par le MHV3, secondaire à l’infection hépatique, était préalable à l’entrée du virus 
dans le SNC, étape essentielle au développement d’une neuropathie. En effet, l’induction 
précoce d’un bris de la BHE favoriserait l’invasion cérébrale par des virions infectieux du 
MHV en provenance des organes périphériques permissifs, contribuant ainsi à l’établissement 
de la maladie neurologique. D’ailleurs, l’importance du bris de la BHE dans l’invasion du 
SNC par le MHV3 se reflète dans son tropisme cérébral pour les régions fortement 
vascularisées que sont les méninges et les plexus choroïdiens (Virelizier et al., 1975; Tardieu 
et al., 1982; Tardieu et al., 1986). Les conséquences d’un bris de la BHE lors d’infections 
virales peuvent être bénéfiques ou défavorables dans le développement de l’infection 
neurologique. Il a été rapporté que le bris de la BHE induit lors d’infections par le virus de la 
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rage et le WNV était nécessaire à une infiltration leucocytaire optimale qui favorisait 
l’élimination virale et la survie (Chai et al., 2014; Klein et al., 2005). Au contraire, lors 
d’infection par le HIV-1, l’infiltration des monocytes est associée à la production de facteurs 
inflammatoires neurotoxiques qui aggravent la neuropathie (Williams et al., 2014). Le rôle du 
bris de la BHE lors d’infections cérébrales par des MHV est peu connu. Il a été démontré dans 
le modèle d’infection intracérébrale par le MHV-JHM que le bris de la BHE, initié suite à la 
production de MMP par des neutrophiles, était pré-requis pour l’infiltration des leucocytes et 
une défense anti-virale efficace lors de la phase aiguë de l’infection (Zhou et al., 2003).  
 
Dans l’ensemble, les résultats de cette étude mettent donc en évidence l’importance de 
l’intégrité des BMEC dans la prévention de l’invasion cérébrale par les MHV suite à une 
dissémination virale par voie hématogène. 
 
4.3-  Contribution des résultats de la recherche pour la compréhension des infections 
par les coronavirus humains et les virus d’hépatites humaines 
 
Chez l’humain, les infections par les CoV se traduisent essentiellement par des complications 
des voies respiratoires supérieures qui sont associées à environ 30% des rhumes communs 
(Berry et al., 2015; Reina et al., 2014). Cependant, l’infection par le SARS-CoV, causant un 
syndrome respiratoire sévère aigu, est associée à une réponse inflammatoire responsable de 
dommages pulmonaires importants et de dysfonctions multi-organes causant la mort chez 10% 
des individus infectés (He et al., 2006). Il a été démontré que la protéine S du SARS-CoV, à 
l’instar de celle du MHV3, pouvait se lier au TLR2 sur des monocytes (Dosch et al., 2009), 
mais les conséquences de l’activation du TLR2 dans la pathogenèse du SARS sont inconnues. 
Les résultats avancés dans cette thèse avec le modèle murin de l’infection par le MHV3 
permettent de penser que l’activation du TLR2 par le SARS-CoV pourrait contribuer à 
l’immunopathologie en exacerbant la réponse inflammatoire par les macrophages résidents ou 
recrutés dans les poumons et, par extension, aggraver les lésions pulmonaires. 
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Le passage de virions du SARS-CoV vers le SNC suite à une réplication primaire dans les 
poumons semble aussi possible dans le SARS.  Effectivement, des particules virales et des 
ARN viraux du SARS-CoV et, aussi des HCoV-229E et -OC43 lors d’atteintes pulmonaires, 
ont été retrouvés dans le cerveau de patients infectés (Arbour et al., 2000; Gu et al., 2005), 
suggérant un potentiel neuroinvasif pour les CoV humains. Par contre, les mécanismes et 
l’importance de l’invasion du SNC dans le développement d’atteintes neurologiques ne sont 
pas clairement élucidés. Par leur forte prévalence dans le cerveau des patients atteints de la 
sclérose en plaques, les virus HCoV-229E et -OC43 ont déjà été proposés comme agents 
étiologiques potentiels de la maladie (Murray et al., 1992; Stewart et al., 1992; Arbour et al., 
2000). L’étiologie de la sclérose en plaques demeure incertaine mais les agents viraux sont 
fortement suspectés comme éléments déclencheurs de la maladie chez les individus 
prédisposés génétiquement (Cusick et al., 2013; Kakalacheva et al., 2011). Comme nous 
avons démontré pour la première fois que des coronavirus circulant par voie hématogène 
pouvaient transiter vers le SNC au niveau de la BHE en fonction de leur degré de virulence, il 
est possible que des coronavirus humains possèdent des propriétés similaires d’invasion du 
SNC. Ces propriétés restent à démontrer mais il a déjà été rapporté que le HCoV 229E pouvait 
infecter les BMEC (Cabirac et al., 1995). Des travaux ultérieurs seront requis afin d’identifier 
les interactions BMEC-virus qui pourraient prédisposer à une perturbation de l’intégrité 
structurale et fonctionnelle de la BHE lors d’infections humaines par des CoV. 
 
Par ailleurs, plusieurs évidences suggèrent que des dysfonctions au niveau de la BHE 
précèdent et engendrent l’infiltration leucocytaire responsable de la démyélinisation dans la 
pathogenèse de la sclérose en plaques (Noseworthy et al., 2000). Grâce au modèle murin de 
l’infection par le virus MHV3, nous avons démontré que l’infection aiguë entraînait le bris de 
la BHE et une infiltration subséquente de cellules inflammatoires dès 72 h p.i. Le traitement 
de première ligne actuellement privilégié pour la forme rémittente-récurrente de la sclérose en 
plaques repose sur l’utilisation d’IFN-recombinant. Les effets bénéfiques de l’IFN- sont 
multiples mais sont associés, entre autre, à ses propriétés anti-inflammatoires et de 
stabilisation de la BHE (Kieseier, 2011; Kraus et al., 2004). Nous avons clairement montré 
que l’IFN-prévenait in vitro le bris de la BHE induit par le MHV3 et la migration virale 
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transendothéliale subséquente. Ainsi, l’utilisation précoce d’IFN- lors d’infections par des 
agents viraux susceptibles d’être liés à la sclérose en plaques pourrait possiblement prévenir 
l’induction virale du bris et l’infiltration consécutive de lymphocytes T potentiellement auto-
réactifs dans le SNC.    
       
Lors d’infections hépatiques par les virus HCV et HBV, l’induction d’une réponse immune 
innée efficace est cruciale dans le contrôle précoce de l’infection et l’initiation subséquente de 
la réponse adaptative antivirale qui, dans certains cas, préviendra l’évolution vers une forme 
chronique (Barnaba, 2010). Dans quelques cas, pour des raisons encore incomprises, 
l’infection aiguë peut évoluer vers une forme fulminante caractérisée par une nécrose 
hépatocellulaire extensive et une inflammation exacerbée causant la mort dans plus de 80% 
des cas (Liu et al., 2001). Il est bien admis que les dommages hépatiques associés aux 
infections par HBV/HCV résultent d’abord d’un désordre immunopathologique plutôt que des 
conséquences de la réplication virale elle-même (Moriyama et al., 1990; Bortolami et al., 
2008). Un équilibre entre la protection et les dommages hépatiques médiés par la réponse 
immune lors de la phase aiguë serait critique dans l’évolution de l’hépatite (Barnaba, 2010). 
La contribution des LSEC à cet équilibre est encore inconnue. Contrairement au MHV3, les 
LSEC ne supportent pas l’infection par les HCV et HBV mais jouent un rôle important dans la 
capture par transcytose des particules circulantes et leur transmission vers les hépatocytes 
(Breiner et al., 2001; Pöhlmann et al., 2003). Par leur expression de différents TLR, elles 
pourraient donc rapidement détecter la présence virale dans les sinusoïdes et déclencher une 
réponse inflammatoire. D’ailleurs, une étude très récente a démontré que l’ARN du HCV 
induisait l’expression de cytokines inflammatoires et de chimiokines sur une lignée de cellules 
endothéliales microvasculaires humaines via l’activation du TLR3 (Pircher et al., 2014). Nos 
résultats supportent l’hypothèse d’un rôle aggravant des LSEC dans l’induction d’une réponse 
inflammatoire pathologique, qui serait en partie dépendante de l’induction et l’activation 
virales du TLR2. Il est intéressant de noter que les protéines « core » des HCV et HBV 
peuvent interagir avec le TLR2 et induire la production in vitro de cytokines inflammatoires 
chez des monocytes et des macrophages (Cooper et al., 2005; Dolganiuc et al., 2004). En 
conséquence, il est proposé que des interactions des HCV/HBV avec le TLR2 à la surface des 
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LSEC et des cellules de l’immunité innée dans la phase aiguë de l’infection favorisent une 
réponse inflammatoire exacerbée et des dysfonctions hépatiques qui prédisposeraient au 
développement d’une hépatite fulminante. Une activation des voies de signalisation 
enclenchées par les PRRs a d’ailleurs récemment été associée à l’hépatite fulminante et à des 
niveaux élevés de transaminases (Kadowaki et al., 2013). 
 
Quoique l’importance des travaux de cette thèse serve davantage à la compréhension de la 
physiopathologie des hépatites fulminantes virales humaines, le modèle d’hépatite aiguë 
induite par le MHV3 apporte néanmoins quelques pistes intéressantes dans la compréhension 
du rôle pathologique de l’inflammation dans les hépatites virales chroniques humaines. Par 
exemple, à l’instar de nos observations avec le modèle MHV3, une sur-expression du TLR2 
dans le foie, corrélant avec les niveaux de cytokines inflammatoires et les dommages 
hépatiques, a été été rapportée chez des patients infectés chroniquement par le HCV et le HBV 
(Berzsenyi et al., 2011; Huang et al., 2015; Riordan et al., 2006). Nous avons démontré que la 
sur-expression du TLR2 dans le foie et à la surface des LSEC était induite directement par 
l’infection virale et était préférentielle à l’expression d’autres PRR. Conséquemment, 
l’activation du TLR2 par des protéines « core » libres du HCV et du HBV, relarguées suite à 
la nécrose hépatocytaire, pourrait également jouer un rôle dans la progression des désordres 
inflammatoires caractéristiques de la phase chronique de l’infection. D’ailleurs, l'infection 
chronique par le HCV est associée à une activation des KC, exprimant le TLR2, et le relargage 
de médiateurs pro-inflammatoires tels que le TNF-, l’IL-1ß, l’IL-6 et l’IL-18 (McGuinness et 
al., 2000). Cette hypothèse mériterait d’être approfondie puisqu’une désensibilisation de la 
réponse TLR2 suite à une activation continue par la protéine « core » du HCV a aussi été 
rapportée chez des monocytes de patients infectés chroniquement (Imran et al., 2012). Par 
ailleurs, il a récemment été montré que l’interaction de la protéine « core » avec le TLR2 
augmentait la réplication du HIV-1 dans les macrophages (Swaminathan et al., 2014), 
suggérant un effet potentialisateur du TLR2 sur la réplication du HIV-1 chez des patients co-
infectés par le HCV et le HIV-1.  
 
Des recherches récentes ont aussi rapporté une relation positive entre l’augmentation de 
l’expression du TLR2 et le risque de complications des hépatites chroniques vers le 
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développement d’une cirrhose et d’un carcinome hépatocellulaire (CHC). Par exemple, Lu et 
al. (2014) ont rapporté que l’expression du TLR2 sur les PBMC augmentait parallèlement 
avec la progression de l’infection chronique par HBV vers le CHC. Une régulation à la hausse 
du TLR2 a aussi été observée dans le foie de patients infectés par le HCV et souffrant de 
cirrhose mais pas du CHC (Soares et al., 2012). La relation fonctionnelle entre le TLR2 et le 
développement de la cirrhose ou du CHC n’est pas encore définie mais des mécanismes 
directs et indirects pourraient être impliqués. Par exemple, il a été démontré que la 
signalisation intracellulaire via MyD88, qui se traduit par l'activation de NF-kB et de JNK, est 
la principale voie menant à l'induction du CHC (Liang et al., 2013; Maeda, 2010). Puisque la 
signalisation par le TLR2 implique la voie MyD88, son activation pourrait stimuler la 
tumorigenèse chez les patients atteints de l’hépatite B ou C chronique.  Par ailleurs, il est 
connu que des taux élevés de cholestérol sont prédicteurs de la cirrhose (Janicko et al., 2013). 
Li et al. (2013) ont démontré que le HBV induisait l'expression de gènes liés au métabolisme 
du cholestérol et son accumulation dans la lignée hépatocytaire HepG2 via la voie TLR2. 
Conséquemment, l’activation de la signalisation du TLR2 durant la phase chronique de 
l’infection pourrait faciliter le développement de la cirrhose en modulant le métabolisme du 
cholestérol. Enfin, l'inflammation est aussi reconnue comme une des principales causes de 
l'induction de la séquence fibrose-cirrhose-CHC chez les patients atteints d’hépatite virale 
chronique (Matsuzaki et al., 2007 ; Tarao et al., 2013). Nous avons montré que la réponse 
inflammatoire hépatique durant l’infection virale était fortement dépendante du TLR2 et de la 
transition des LSEC vers un phénotype pro-inflammatoire. À cet effet, Connolly et al. (2010) 
ont démontré que les LSEC adoptaient un statut fortement inflammatoire dans les foies 
humains fibrotiques et qu’elles représentaient un élément critique de l’inflammation 
intrahépatique caractéristique de la fibrose hépatique. Ainsi, l’activation soutenue des LSEC et 
du TLR2 par les protéines virales « core » durant la phase chronique de l’infection par le HBV 
et le HCV pourrait, via la production des cytokines pro-fibrosantes TNF- et TGF- (Zhou et 
al., 2014), favoriser le développement de complications hépatiques telles que la cirrhose et le 
CHC. L’importance des protéines de surface du HCV dans ces processus a d’ailleurs été mise 
en évidence chez des souris transgéniques exprimant la protéine « core » qui développent une 
stéatose et un CHC (Moriya et al., 1998) 
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Une augmentation des niveaux sériques d’IL-33, corrélant avec les niveaux d’AST/ALT, ont 
déjà été rapportés lors d’infections chroniques par le HCV et le HBV et proposée comme un 
facteur aggravant des lésions hépatiques (Wang et al. 2012a, 2012b). L’expression d’IL-33 et 
de son récepteur ST2 augmentent aussi proportionnellement avec la sévérité de la fibrose et de 
la cirrhose dans les foies de patients infectés chroniquement (Marvie et al., 2010) et ont 
récemment été proposés comme biomarqueurs de l’évolution de la fibrose hépatique (Oztas et 
al., 2015; Cacopardo et al., 2012). Dans ces études, la source cellulaire d’IL-33 n’a pas été 
rapportée mais les observations issues de nos travaux suggèrent fortement l’implication des 
LSEC, et dans une moindre mesure, des hépatocytes infectés. De plus, Espinassous et al. 
(2009) ont démontré que l’IL-33 synergisait la réponse en cytokines inflammatoires induites 
par le TLR2. Ainsi, les effets combinés de l’augmentation de l’expression de l’IL-33 avec 
celle du TLR2 lors de la phase chronique de l’infection pourraient instaurer un milieu 
intrahépatique pro-inflammatoire favorable à l’induction de la fibrose et de la cirhose 
hépatique.  
 
Des modifications ultrastructurales des LSEC chez des patients infectés chroniquement par le 
HCV ont aussi été rapportées et proposées comme éléments cruciaux dans l’initiation de la 
fibrose périsinusoidale (Bardadin & Desmet, 1985). La défenestration des sinusoïdes 
hépatiques conduit à une perturbation importante des échanges sang-foie et est un facteur 
contributif majeur des dysfonctions hépatiques associées à la cirrhose (Babbs et al., 1990). Les 
échanges sang-foie sont favorisés par la production locale du facteur vasodilatant NO, assurée 
par l’enzyme membranaire eNOS (endothelial NO synthase) des LSEC, localisée dans les 
fenestrations (Yokomori et al., 2012). Les résultats présentés dans cette thèse démontrent une 
atteinte des fonctions vasculaires hépatiques par l’infection virale, associée à une réduction 
des niveaux de NO produits par les LSEC. Cette diminution corrèle inversement avec une 
augmentation de l’expression de la cavéoline-1 sur les LSEC, reconnue pour inhiber l’activité 
de la eNOS (Kamoun et al., 2006; Kwok et al., 2009). Il a été démontré in vivo que la 
restauration de la différenciation des LSEC et de leur production de NO promouvait la 
quiescence de l’activité pro-fibrosante des HSC, favorisait la regression de la fibrose, et 
prévenait la progression de la cirrhose (Deleve, 2015). À l’instar de nos obervations, une 
augmentation de l’expression de la cavéoline-1 a été rapportée dans les foies cirrhotiques de 
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patients infectés par le HCV (Yokomori et al., 2015). Il a été proposé que la surexpression de 
la cavéoline-1, en régulant à la baisse la production de NO, contribue à la résistance 
intravasculaire hépatique et à l’hypertension portale caractéristiques des patients cirrhotiques 
(Kwok et al., 2009; Yokomori et al., 2003). Cette résistance intravasculaire pourrait 
possiblement contribuer à la diminution du nombre de lymphocytes T CD8 dénotée chez les 
patients infectés chroniquement par le HBV et le HCV (Protzer et al., 2012) puisque 
l’hypertension portale est associée à une réduction de l’adhésion et de la transmigration 
leucocytaire (Panés et al., 1999). 
 
D’autre part, bien que le virus HCV soit essentiellement hépatotrope, l’infection par le HCV 
est aussi associée à plusieurs syndromes extrahépatiques tels que la cryoglobulinémie et des 
neuropathologies chroniques (Hoofnagle, 2002). Récemment, des ARNs viraux génomiques 
ont été détectés dans le liquide céphalo-rachidien et le cerveau de patients chroniquement 
infectés  (Weissenborn et al., 2009), suggérant une invasion cérébrale du HCV par voie 
hématogène au niveau de la BHE. Supportant cette hypothèse, il a récemment été rapporté que 
les BMEC étaient permissives à la réplication du HCV (Fletcher et al., 2012). Les 
conséquences de cette invasion dans le processus pathogénique sont peu connues mais le SNC 
ou les BMEC pourraient constituer un réservoir pour le HCV, à l’abri des réponses immunes 
systémiques et des molécules anti-virales thérapeutiques exclues du SNC par les pompes 
d’efflux des BMEC, tel que rapporté pour le HIV-1 (Löscher & Potschka, 2005). Une 
recherche des dommages potentiels résultant de l’infection des BMEC par le HCV serait 
souhaitable afin de prévenir les dommages collatéraux qu’un bris de la BHE pourrait 
occasionner chez les patients infectés chroniquement. Les mécanismes mis de l’avant dans 
cette thèse avec le modèle animal d’hépatite MHV3 proposent des pistes intéressantes 
d’interactions entre le HCV et les BMEC qui pourraient être à l’origine d’un bris de la BHE et 
une invasion virale subséquente du HCV dans le SNC. 
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4.4-  Conclusion et perspectives 
 
L’objectif global de ce projet doctoral s’inscrivait dans un besoin de compréhension plus 
approfondie des interactions virus-EC et leurs conséquences dans les désordres immunitaires 
et la pathogenèse lors d’infections virales aiguës. À l’aide du modèle d’infection aiguë par les 
virus MHV, nous avons montré que la virulence et le tropisme des MHV pour les EC 
hépatiques et cérébrales se traduisait par d’importantes anomalies fonctionnelles et structurales 
contribuant d’abord à l’aggravation de l’hépatite puis secondairement à une dissémination 
virale par voie hématogène et une invasion subséquente du SNC. 
 
Les résultats novateurs de ce travail serviront de premiers jalons à des études ultérieures sur 
les interactions virus-cellules hôtes et les désordres fonctionnels de la réponse inflammatoire 
qui prédisposent à un bris de la tolérance hépatique et de la BHE lors d’infections virales 
aiguës. Suggérant une implication potentielle du TLR2 dans l’aggravation de l’hépatite virale 
aiguë, nos observations ouvrent aussi sur la possibilité d’envisager des nouvelles avenues 
thérapeutiques visant à moduler l’activité inflammatoire du TLR2 par des anticorps ou des 
inhibiteurs spécifiques. 
 
Certains des phénomènes observés dans ce travail mériteraient davantage de recherche sur les 
mécanismes impliqués. En effet, il serait important de déterminer le mécanisme à l’origine de 
l’altération des protéines de jonctions des BMEC par le MHV3. Nous avons démontré que les 
médiateurs inflammatoires et la mortalité cellulaire n’étaient pas impliqués suggérant donc un 
nouveau mécanisme par lequel un virus peut provoquer le bris de la BHE. L’implication 
probable du TLR2, telle que suggérée, reste à confirmer sur des souris TLR2 KO et des 
BMEC purifiées de ces souris ou traités avec des siRNA dirigés contre le TLR2. Le cas 
échéant, les molécules de signalisation activées par le TLR2 et impliquées dans l’inhibition de 
l’expression des protéines de jonction devront être déterminées. Il apparaît aussi essentiel 
d’élucider les mécanismes d’évasion et/ou d’inhibition par le MHV3 qui entravent la 
production de cytokines, de chimiokines et d’IFN- par les BMEC infectées. Une activation 
préférentielle du TLR2 présuppose l’existence de mécanismes de régulation et d’interaction 
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entre les différentes voies de signalisation induites par les TLR et les hélicases. Dans un tel 
contexte, une infection virale pourrait s’échapper des mécanismes anti-viraux médiés 
préférentiellement par les TLR endosomaux et les hélicases en activant plutôt un TLR de 
surface, moins prompt à une défense anti-virale efficace. 
 
D’autre part, il serait important de déterminer le rôle des populations cellulaires hépatiques 
résidentes ou recrutées, autres que les LSEC, impliquées dans l’exacerbation précoce de la 
réponse inflammatoire dépendante du TLR2 et l’aggravation de l’hépatite. Les KC, les HSC 
de même que les neutrophiles recrutés devraient d’abord être ciblés étant donné leurs 
interactions directes avec les LSEC et leur capacité à produire des cytokines inflammatoires en 
réponse à une activation par le TLR2 (revue dans Nakamoto & Kanai, 2014). Il serait 
intéressant de déterminer les déficits fonctionnels induits par l’infection virale et l’activation 
du TLR2 sur ces populations cellulaires purifiées et leurs conséquences dans la perturbation 
du recrutement tardif des populations leucocytaires ou dans la destruction cellulaire. Tel que 
mentionné précédemment, des résultats préliminaires laissent croire que les neutrophiles aient 
un rôle protecteur plutôt qu’aggravant dans la pathogenèse. Des mécanismes protecteurs par 
les neutrophiles impliquant la phagocytose, la production d’agents antiviraux et de NET 
(neutrophil extracellular traps) ou des interactions essentielles avec d’autres cellules de 
l’immunité innée ont récemment été rapportés lors d’infections par les virus influenza de type 
A et les filovirus (Ebola et Marburg) (revue dans Galani & Andreakos, 2015). Fort de tous ces 
résultats, il sera alors possible de modéliser et de disséquer l’impact de l’infection virale et de 
l’activation du TLR2 sur les fonctions des différentes cellules résidentes et recrutées de 
l’immunité innée intrahépatique ainsi que leurs interactions, dans le processus d’aggravation 
de l’hépatite aiguë.  
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6.1.1-   Abstract 
 
The IL-33/ST2 axis is known to be involved in liver pathologies. Although, the IL-33 levels 
increased in sera of viral hepatitis patients in human, the cellular sources of IL-33 in viral 
hepatitis remained obscure. Therefore, we aimed to investigate the expression of IL-33 in 
murine fulminant hepatitis induced by a Toll like receptor (TLR3) viral mimetic, poly(I:C) or 
by pathogenic mouse hepatitis virus (L2-MHV3). The administration of poly(I:C) plus D-
galactosamine (DGalN) in mice led to acute liver injury associated with the induction of IL-33 
expression in liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) and vascular endothelial cells (VEC), 
while the administration of poly(I:C) alone led to hepatocyte specific IL-33 expression in 
addition to vascular IL-33 expression. The hepatocyte-specific IL-33 expression was down-
regulated in NK-depleted poly(I:C) treated mice suggesting a partial regulation of IL-33 by 
NK cells. The CD1d KO (NKT deficient) mice showed hepatoprotection against poly(I:C)-
induced hepatitis in association with increased number of IL-33 expressing hepatocytes in 
CD1d KO mice than WT controls. These results suggest that hepatocytespecific IL-33 
expression in poly(I:C) induced liver injury was partially dependent of NK cells and with 
limited role of NKT cells. In parallel, the L2-MHV3 infection in mice induced fulminant 
hepatitis associated with up-regulated IL-33 expression as well as pro-inflammatory cytokine 
microenvironment in liver. The LSEC and VEC expressed inducible expression of IL-33 
following L2-MHV3 infection but the hepatocyte-specific IL-33 expression was only evident 
between 24 to 32h of post infection. In conclusion, the alarmin cytokine IL-33 was over-
expressed during fulminant hepatitis in mice with LSEC, VEC and hepatocytes as potential 
sources of IL-33. 
 
6.1.2-   Introduction 
  
Interleukin-33 (IL-33), a member of IL-1 family also called as IL-1F11, is known to drive 
immune responses by interaction with its specific receptors ST2 and IL-RAcP [1,2]. The IL-
33/ST2 axis is crucially involved in diverse inflammatory and immune mediated pathologies 
[3,4]. However, limited data is available about the association of IL-33 and ST2 expression in 
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viral diseases. IL-33 is over-expressed in influenza virus lung infection in mice [5,6] and IL-
33 produced by necrotic cells drives protective antiviral CD8+ T cell responses in lymphocytic 
choriomeningitis virus (LCMV) infection in mice [7]. Further, elevated levels of soluble ST2 
(sST2) in sera of dengue virus infected patients [8] and HIV infected patients [9] were 
observed indicating sST2 as potential marker of viral infections. In liver, IL-33/ST2 axis is 
involved in various viral and immune cell mediated pathologies [10-13]. We initially observed 
up-regulated expression of IL-33 and ST2 in chronic hepatitis B and C virus (HBV and HCV) 
infection in human and in CCl4-induced liver fibrosis in mice [14]. The increased level of 
serum IL-33 and sST2 was observed in acute and chronic hepatic failure in human [15]. 
Furthermore, elevated IL-33 serum level was also associated with liver damage in patients of 
chronic hepatitis C virus (HCV) [16] and hepatitis B virus (HBV) [17] infections, representing 
IL-33 as a possible indicator of viral hepatitis. Despite the fact that IL-33 is proposed to be 
released as an alarmin in acute inflammatory pathologies [3], the expression and cellular 
sources of IL-33 during viral fulminant hepatitis in a relevant animal model has not been 
explored. The polyinosinepolycytidylic acid (Poly(I:C), a synthetic analog of double stranded 
RNA (dsRNA), induces a moderate acute hepatic injury and mimics a model of viral hepatitis 
[18,19]. Poly(I:C) activated principally the intrahepatic macrophages (Kuppfer cells) and NK 
cells via TLR3 [20] leading to increase of inflammatory cytokines such as TNF-α, IFN-γ, IL-
6, IL-12 and IFN-β [18,19,21,22]. A pretreatment with D-galactosamine (DGalN) in Poly(I:C) 
injected-mice aggravated the acute hepatic injury which become lethal [19]. A natural animal 
model of viral hepatitis, the mouse hepatitis viruses (MHV), single-strand, positive-sense 
RNA viruses belonging to Coronaviridae family, induced acute and/or chronic hepatitis in 
mice mimicking human HBV infection and serve as a good tool to study immune dysfunction 
and cytokines associated with viral acute hepatitis [23,24]. The most hepatotropic serotype of 
MHV, the mouse hepatitis virus type 3 (MHV3), induced severe fulminant hepatitis in mice 
and their death within 3-5 days post-infection [25]. In liver, Kupffer cells, NK cells, 
hepatocytes, sinusoidal endothelial and vascular endothelial cells are the main target cells for 
MHV3 replication [26,27].The histopathological lesions in liver were correlated with the 
levels of inflammatory cytokines [28]. High levels of IL-6 and TNF-α produced in livers from 
infected C57BL/6 mice were modulated by TLR receptor. We have previously demonstrated 
that intrahepatic NK cells decreased after a transient increase in liver from pathogenic L2-
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MHV3-infected mice due to virus-induced NK depletion [27]. In the present study, we aimed 
to investigate the expression and cellular sources of IL-33 in a Poly(I:C)- and L2-MHV3- 
induced fulminant hepatitis in mice. We found increased expression of IL-33 in liver 
following Poly(I:C) and L2-MHV3 induced acute hepatitis in mice. The liver sinusoidal 
endothelial cells, vascular endothelial cells and hepatocytes represent potential sources of IL-
33 in Poly(I:C) and murine L2-MHV3 induced fulminant hepatitis. The hepatocyte-specific 
IL-33 expression in Poly(I:C) induced liver injury was partially dependent of NK cells but not 
of NKT cells. 
 
6.1.3-  Material and Methods 
 
6.1.3.1-  Animals 
 
Wild-type (WT) C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (St-
Constant, QC, Canada) or from Janvier (Le Genest-sur-isle, France). The animals, certified as 
MHVs free by the manufacturer, were housed under HEPA-filtered air (Forma Scientific, 
Marietta, OH). The study was conducted in compliance with the regulations of the Comité 
institutionnel de la Protection des Animaux of the Université du Québec à Montreal (UQAM 
agreement of L. Lamontagne, No. CIPA= 541), and French laws and the institution’s 
guidelines for animal welfare (agreement of M. Samson #3596). The protocol was approved 
by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the French government (agreement 
of M. Samson #3596). All efforts were made to minimize suffering". 
 
6.1.3.2-  In vivo treatment protocol 
 
The C57BL/6 (Janvier, France) or CD1d KO mice (a gift of Maria Leite-de-Moraes, Paris) 
were intravenously injected with 30 μg/mouse of Poly(I:C) (Invivogen) alone or with 
Dgalactosamine (D-GalN) (SIGMA-G0264) pretreatment at a dose of 15 mg/mouse (i.p). The 
control mice received similar volume of vehicle in each treatment group. For NK cells 
depletion experiment, 35 μl of anti-asialo GM1 (anti-ASGM1) polyclonal antibody 
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(Cerdalane, CL8955) was injected intraperitoneally (i.p) 48 h before D-GalN, Poly(I:C) or 
combination of both D-GalN Poly(I:C) injections, the control mice received or an equivalent 
amount of naive rabbit serum. The NK depletion in liver was confirmed by flow cytometry in 
isolated liver immune cells as described earlier [29]. For MHV3 infection in mice, the 
C57BL/6 mice (Charles River Laboratories, Canada) were infected by the i.p route with 50% 
tissue culture infective dose (TCID(50)) of pathogenic L2-MHV3 strain as previously 
described [25]. Mock-infected or uninfected control mice received a similar volume of RPMI-
1640 (Gibco Laboratories, Grand Island, NY). After 16, 24, 28, 39, 48 and 72 h of infection, 
the mice were anaesthetized by i.p injection using ketamine hydrochloride (200 mg/kg; 
Vetrepharm Canada Inc., Belleville, ON, Canada) and xylazine (10 mg/kg; Bayer Inc., 
Toronto, ON, Canada) and euthanazied by CO2 inhalation before liver and blood sampling. 
 
6.1.3.3-  Histopathological, biochemical and immunohistochemical analyses 
 
The histopathological (Hematoxylin And Eosin (H&E) staining) and levels of liver 
transaminase (ALT/AST) in serum were performed as described earlier [10]. 
Immunolocalisation of IL-33 was performed by immunohistochemical staining using primary 
antibody goat IgG anti-mouse-IL-33 (R&D Systems) and secondary HRP-conjugated rabbit 
anti-goat antibody (Dako, USA) followed by hematoxylin counterstaining in Ventana machine 
(Ventana Medical Systems, Inc., USA). The counting of IL-33 positive hepatocytes was 
carried in at least 20 different microscopic fields corresponding to 2.67 mm2 surface area by 
using image analysis software (Compix, Inc. HAMAMATSU company, Japan) as previously 
described [13]. 
 
6.1.3.4-  RNA isolation and RT-qPCR 
 
The protocol and conditions for RNA extraction, RT-PCR and qPCR were similar as reported 
earlier by our laboratory using specific primers for 18S, IL-33, IL-6, IL-1β, IFN-β, IFNγ, 
TNFα and CXCL1 [10,13]. For the quantification of viral nucleocapsid, the following primer 
set was used: 5’- TGGAAGGTCTGCACCTGCTA-3’ (forward), 5’- 
TTTGGCCCACGGGATTG-3’ (reverse). The relative gene expression was normalized 
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against 18S gene expression. The control mice in each treatment group served as a reference 
for mRNA expression (control mRNA level was arbitrarily taken as 1). 
 
6.1.3.5-  Statistical analysis 
The results are representative of three independent experiments and expressed as means±SEM. 
Mann-Whitney U test was used for comparison of control group parameters with treatment 
group and multiple group analysis was evaluated by one-way ANOVA with post Mann-
Whitney U test using GraphPad Prism5 software. For all statistical analyses, p-values <0.05 
were considered significant. 
6.1.4-  Results 
 
6.1.4.1-   Poly(I:C) administration induced acute liver injury in mice with expression of   
IL-33 in liver 
 
While the cellular source of IL-33 in viral liver pathology is poorly known in a mouse model, 
we first aimed to investigate the expression and cellular sources of IL-33 in a Poly(I:C)- 
induced acute hepatitis. The administration of Poly(I:C) induced moderate liver injury 
compared to PBS treated mice at 8h, as evident from serum AST/ALT levels (Figure 1A). 
However, the pre-sensitization of mice with D-galactosamine (D-GalN) led to Poly(I:C)-
induced severe liver injury in mice with elevated serum AST/ALT levels at 8h in comparison 
to D-GalN alone treatment (Figure 1A). The mice treated with combination of DGalN 
Poly(I:C) died earlier within 16h compared to D-GalN or Poly(I:C) alone treated mice (Figure 
S1), therefore, we used 8h time point in this study. The mRNA expression of IL-33 in liver 
was not significantly increased in Poly(I:C) or D-GalN Poly(I:C) treated mice in comparison 
with PBS control mice (Figure 1A). The histology of liver tissues revealed increased 
hemorrhagic lesions in liver after D-GalN Poly(I:C) treatment but less or no marked liver 
injury in Poly(I:C) or vehicle control mice (Figure 1B). The mRNA expression of IL-33 was 
significantly increased (2-3 fold) in Poly(I:C) treated mice compared to control mice, 
however, IL-33 expression was downregulated in D-GalN Poly(I:C) treated mice in 
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comparison with Poly(I:C) alone (Figure 1A). Regarding cellular sources of IL-33, the liver 
sinusoidal endothelial cells and vascular endothelial cells expressed IL-33 constitutively in 
PBS control mice livers and induced expression in these cells was observed following 
Poly(I:C) and D-GalN Poly(I:C) treatment (Figure 1B). Interestingly, the nuclear expression 
of IL-33 was found in hepatocytes of Poly(I:C) treated mice (arrows in insert indicate IL-33 
positive hepatocytes) but not in D-GalN Poly(I:C) induced liver injury (Figure 1B). The 
number of IL-33 expressing hepatocytes were clearly and significantly increased in Poly(I:C) 
induced acute liver injury compared to control mice (Figure 1C). These results suggest that 
regulation of IL-33 in hepatocytes is associated with Poly(I:C) induced TLR3 stimulation in 
liver. 
 
 
Figure S1. Survival curve of mice following D-GalN, Poly(I :C) and D-GalN Poly(I :C) 
treatment. Survival curve of WT mice (C57Bl/6) treated with D-GalN (15 mg/mouse, i.p.), 
Poly(I :C) (30 g/mouse i.v.) and combination of D-GalN Poly(I :C). Data were analyzed by 
Graphpad Prism5 using Log-rank (Mantel-Cox) test. 
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Figure 1. Liver injury and IL-33 expression in D-GalN, Poly(I:C), D-GalN Poly(I:C) 
treated mice. (A) Levels of serum AST/ALT (IU/L) and relative fold change in mRNA 
expression of IL-33 in WT mice treated with Poly(I:C) (30 µg/mouse i.v.) and/or D-GalN 
Poly(I:C) at 8h of post injection. (B) Sections of mice liver following PBS, D-GalN, Poly(I:C) 
and D-GalN Poly(I:C) treatment were stained with H&E for histopathology (arrows indicating 
hemorrhagic lesions in liver) and for immunolocalisation of IL-33 by using primary antibody 
goat IgG anti-mouse-IL-33 and secondary HRP-conjugated rabbit anti-goat antibody with 
hematoxylin counterstaining (black arrows and red arrows indicating IL-33 positive 
hepatocytes and vascular/sinusoidal endothelial cells, respectively). Scale bar was 200 µm. (C) 
Comparison of number of IL-33 expressing hepatocytes in PBS and Poly(I:C) treated mice at 
8h. 
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6.1.4.2-  Poly(I:C)-induced hepatitis up-regulated proinflammatory cytokine expression 
in liver 
 
The inflammatory cytokines play an important role in development of fulminant hepatitis. 
Therefore, we investigated the pro-inflammatory cytokine expression in Poly(I:C) and DGalN 
Poly(I:C) induced acute hepatitis. The transcript level of TNF-α, TRAIL, IL-1β and IL-6 was 
significantly up-regulated following D-GalN Poly(I:C) induced acute hepatitis (8h) compared 
to D-GalN or PBS control mice (Figure 2). However,the mRNA expression of IFN-γ and 
CXCL1/KC was not varied between Poly(I:C), D-GalN Poly(I:C) or D-GalN/PBS treated 
mice (Figure 2). 
 
 
Figure 2. Cytokine expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, TRAIL, CXCL1, and IFN-γ in D-
GalN, Poly(I:C), D-GalN Poly(I:C) induced hepatitis mice. Relative fold change in mRNA 
expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, TRAIL, CXCL1, and IFN-γ in livers of Poly(I:C) (30 
µg/mouse i.v.) and/or D-GalN Poly(I:C) treated mice at 8h of post injection. The PBS-treated 
mice served as a reference for mRNA expression. 
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6.1.4.3-  NK cells pre-depletion led to severe D-GalN Poly(I:C) induced acute liver injury, 
increased pro-inflammatory cytokines and down-regulated IL-33 expression in 
hepatocytes 
NK cells have shown to be crucially important in Poly(I:C) induced liver injury [22]. Here, we 
studied the effect of depletion of NK cells by anti-ASGM1 antibody on D-GalN Poly(I:C) 
induced acute hepatitis and expression of IL-33. As expected, the anti-ASGM1 pre-treatment 
efficiently depleted NK cells in liver of mice compared to vehicle control or Poly(I:C) treated 
mice (Figure 3A). However, NK cells depletion led to enhanced liver injury (as evaluated by 
serum AST/ALT) in D-GalN Poly(I:C) treated mice than Poly(I:C) alone or vehicle control 
mice (Figure 3B). A milder increase in serum transaminases was evident between D-GalN 
Poly(I:C) and NK-depleted D-GalN Poly(I:C) treated mice (Figure 3B). 
The mRNA expression of IL-33 was not varied between control (non NK depleted) and NK- 
depleted Poly(I:C) or D-GalN Poly(I:C) treated mice although the expression of IL-33 was 
diminished in NK-depleted D-GalN Poly(I:C) mice (Figure 3B). The liver sinusoidal 
endothelial cells (LSEC) and vascular endothelial cells (VEC) expressed IL-33 in NK depleted 
Poly(I:C) or D-GalN Poly(I:C) treated mice livers and hepatocyte-specific IL-33 expression 
was evident only after Poly(I:C) treatment (Figure 3C) (arrows indicate IL-33 positive 
hepatocytes). The NK depletion led to decrease in number of IL-33 expressing hepatocytes in 
Poly(I:C) treated mice compared to non NK depleted mice (Figure 3D) suggesting a partial 
NK cells dependent regulation of IL-33 in hepatocytes. 
The pro-inflammatory cytokine expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 was up-regulated in 
Poly(I:C) or D-GalN Poly(I:C) treated mice when compared with control mice (p <0.01) 
(Figure 3E). NK cell depletion did not decrease the expression level of the inflammatory 
cytokines (Figure 3E). The mRNA expression of IFN-γ was not significantly varied among the 
treated and control groups of mice except in NK-depleted D-GalN Poly(I:C) treated mice 
(Figure 3E). The expression of TRAIL was significantly increased in both NK depleted and 
non depleted mice following Poly(I:C) or D-GalN Poly(I:C) administration when compared 
with control mice (p <0.01)) but significantly decrease in NK depleted mice after D-GalN 
Poly(I:C) treatment (p <0.05) when compared with D-GalNPolyIC treated mice (Figure 3E). 
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The expression of CXCL1 only increased in NK depleted D-GalN Poly(I:C) treated mice 
when compared to control mice (p <0.05) (Figure 3E) that may correlate with development of 
inflammatory microenvironment in liver and neutrophil migration during liver injury. 
 
Figure 3. Liver injury and cytokine expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, TRAIL, CXCL1, 
IFN-γ and IL-33 in non NK depleted and NK depleted D-GalN, Poly(I:C), D-GalN 
Poly(I:C) treated mice. (A) Pre-depletion (48h before) of NK cells by anti-ASGM1 antibody 
in mice and confirmation of NK cells percentage by flow cytometry analysis (CD3-FITC and 
NK1.1-PE markers) in Vehicle (control), Poly(I:C)-, NK-depleted poly(I-C)-, and NK-
depleted D-GalN Poly(I:C)-treated mice (B) Levels of serum AST/ALT (IU/L) and relative 
fold change in mRNA expression of IL-33 in NK depleted or not with Poly(I:C) (30 µg/mouse 
i.v.) or D-GalN Poly(I:C)-treated mice at 8h of post injection. (C) Immunostaining of IL-33 in 
livers of NK depleted or not with Poly(I:C) (30 µg/mouse i.v.) or D-GalN Poly(I:C) treated 
mice at 8h of post injection. (D) Comparison of number of IL-33 expressing hepatocytes in 
PBS or Vehicle, Poly(I:C)-treated and NK-depleted Poly(I:C)-treated mice. (E) Relative fold 
change in mRNA expression of TNF-α, IL-1β, IL-6, TRAIL, CXCL1, and IFN-γ in livers of 
NK depleted or not with Poly(I:C) (30 µg/mouse i.v.) and/or D-GalN Poly(I:C) treated mice 
(C57Bl/6) at 8h of post injection. 
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6.1.4.4-  NKT cells deficiency protected mice against Poly(I:C)-induced liver injury but 
up-regulated hepatocyte-specific IL-33 expression 
The role of NKT cells in Poly(I:C)-induced liver injury is not well known but we have 
observed a partial decrease in NKT cells percentages in anti-ASGM1-treated mice (Figure 
4A). We aimed to verify the impact of NKT cells deficiency in Poly(I:C)-induced liver injury 
and IL-33 expression in liver in CD1d KO (NKT KO) mice. WT control and NKT KO mice 
showed increased liver injury (2000 to 5000 AST/ALT levels) after D-GalN Poly(I:C) 
administration with a milder hepatoprotection in NKT KO mice (p <0.05) when compared 
with WT treated mice (Figure 4A). Liver histology revealed hemorrhagic lesions in liver after 
D-GalN Poly(I:C) treatment in NKT KO mice without remarkable liver injury in Poly(I:C) or 
vehicle control NKT KO mice (Figure 4B, upper panel). The hepatocyte-specific IL-33 
expression was evident in Poly(I:C)-administered NKT KO mice but not in D-GalN Poly(I:C)-
treated or control NKT KO mice (Figure 4B, lower panel). The number of IL-33 expressing 
hepatocytes significantly increased in Poly(I:C)-administered NKT KO mice compared to WT 
controls (p <0.05) but not in D-GalN Poly(I:C)-treated or control NKT KO mice (Figure 4C). 
These results suggested that NKT cells have a protective effect on liver injury in association 
with increased expression of IL-33 in hepatocytes during Poly(I:C)-induced liver injury. 
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Figure 4. Liver injury and IL-33 expression in WT and NKT (CD1d) KO mice following 
Poly(I:C) and D-GalN Poly(I:C) treatment. (A) Levels of serum AST/ALT (IU/L) in WT 
and CD1d KO mice following PBS, Poly(I:C) (30 µg/mouse i.v.) and/or D-GalN Poly(I:C) 
treatment at 8h of post injection. (B) Liver histology (H and E) and immunostaining of IL-33 
in livers of CD1d KO mice treated with PBS, Poly(I:C) and/or D-GalN Poly(I:C). (C) 
Comparison of number of IL-33 expressing hepatocytes in WT and CD1d KO mice following 
PBS, Poly(I:C) and/or D-GalN Poly(I:C) treatment at 8h of post injection. 
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6.1.4.5-   L2-MHV3 induced fulminant hepatitis in mice was associated with increased 
expression of IL-33 in liver. 
The pathogenic strain of mouse hepatitis virus (L2-MHV3) induces fulminant hepatitis in 
C57BL/6 mice [23] and mimics a model of fulminant viral hepatitis (HBV) in human. We 
investigated the expression and cellular sources of IL-33 in L2-MHV3 induced acute hepatitis 
in C57BL/6 mice. The kinetics of L2-MHV3 infection in mice exhibited increase in serum 
AST/ALT levels following 16, 24, 48 and 72h of viral infection with severe and peak liver 
injury at 72h (p <0.001) (Figure 5A). Accordingly, the liver mRNA expressions of IFN-β and 
nucleocapsid of MHV3 that served as markers of viral infection, increased significantly at 16, 
24, 48 and 72h of post infection with peak at 72h (Figure 5B). Interestingly, the mRNA 
expression of IL-33 was significantly up-regulated following L2-MHV3 infection reaching 
maximum at 72h post infection (p <0.001) (Figure 5B). 
The histology of liver tissues showed important perivascular and parenchymal zone of liver 
injury at 72h of L2-MHV3 infection compared to vehicle control mice liver and no 
appreciable liver injury at 16, 24 and 48h time points (Figure 5C). The immunostaining of IL-
33 in livers of L2-MHV3 infected mice revealed induced expression of IL-33 in liver 
sinusoidal endothelial cells, vascular endothelial cells and hepatocytes (Figure 5D). The liver 
sinusoidal endothelial cells and vascular endothelial cells represented inducible expression of 
IL-33 at 16, 24, 28, 32, 48 and 72h of L2-MHV3 infection compared to vehicle control mice 
(Figure 5D). However, the kinetics of hepatocyte-specific IL-33 expression was specifically 
found at 24, 28 and 32h of L2-MHV3 induced liver injury. In accordance, the number of IL-33 
expressing hepatocytes following L2-MHV3 hepatitis increased significantly at 24, 28 and 32h 
of infection (Figure 5E). Our data showed that IL-33 expression is up-regulated in liver 
sinusoidal and vascular endothelial cells and hepatocytes during L2-MHV3-induced fulminant 
hepatitis. 
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Figure 5. Liver injury and IL-33 expression in L2-MHV3 induced fulminant hepatitis in 
mice. (A) Levels of serum AST/ALT (IU/L) in mice infected with L2-MHV3 (10
3
 TCID(50)) 
or vehicle at 0, 16, 24, 48 and 72h of post infection. (B) Relative fold change in kinetics of 
mRNA expression of IFN-β, nucleocapsid of MHV3 and IL-33 in livers of L2-MHV3 induced 
hepatitis. (C) Sections of mice liver following vehicle or L2-MHV3 infection (16, 24, 48 and 
72h) were stained with H&E for histopathology (arrows indicating zone of liver injury). (D) 
Immunolocalisation of IL-33 in livers of L2-MHV3 fulminant hepatic tissues by using primary 
antibody goat IgG anti-mouse-IL-33 and secondary HRP-conjugated rabbit anti-goat antibody 
with hematoxylin counterstaining (black arrows and red arrows indicating IL-33 positive 
hepatocytes and vascular/sinusoidal endothelial cells, respectively)). Scale bar was 50 µm. (E) 
Comparison of number of IL-33 expressing hepatocytes in vehicle and L2-MHV3 fulminant 
hepatic tissues (16, 24 and 32h). 
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6.1.4.6-   MHV3 infection in mice up-regulated pro-inflammatory cytokine expression in 
liver 
The inflammatory cytokines play an important role in development of fulminant hepatitis. 
Therefore, we studied the expression of pro-inflammatory cytokine expression in liver after 
L2-MHV3 infection. The kinetics of TNF-α, CXCL1, IFN-γ and IL-6 showed a similar time 
dependent increasing trend with peak expression at 72h of L2-MHV3 infection (Figure 6A). 
The mRNA expression of IL-1β was not greatly increased following L2-MHV3 hepatitis 
compared to control mice (Figure 6A). A significant correlation between mRNA expression of 
IL-33 and TNF-α, CXCL1 and IL-6 was evident but not with IL-1β or IFN-γ (Figure 6B). 
Hence, the elevated pro-inflammatory cytokine micro-environment is important for 
development of L2-MHV3-induced acute hepatitis in mice. 
 
Figure 6. Cytokine expression of CXCL1, IL-6, TNF-α, IL-1β and IFN-γ in L2-MHV3 
induced hepatitis mice. (A) Relative fold change in kinetics of mRNA expression of CXCL1, 
IL-6, TNF-α, IL-1β and IFN-γ in liver of L2-MHV3 infected mice at 0, 16, 24, 48 and 72h of 
post infection. The PBS-treated mice served as a reference for mRNA expression. (B) 
Spearman R correlation of mRNA expression of IL-33 with mRNA expression of CXCL1, IL-
6, TNF-α, IL-1β and IFN-γ in liver of L2-MHV3 infected mice. 
A 
B 
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6.1.5-  Discussion 
The over-expression of IL-33 and ST2 is associated with acute and chronic liver diseases in 
mice and human. IL-33 and sST2 have shown to be up-regulated in acute on chronic and 
chronic hepatic failure [15] and in chronic HBV and HCV infections in human [14,16,17]. The 
cellular sources of IL-33 in viral fulminant hepatitis are not well known. Accordingly, the 
murine fulminant hepatic models of TLR3 agonist, Poly(I:C), and pathogenic mouse hepatitis 
virus (L2-MHV3) are relevant acute viral hepatic models in human. Thus, we aimed to know 
the expression and regulation of IL-33 in Poly(I:C) and L2-MHV3 induced hepatitis in mice. 
The Poly(I:C) administration in mice induced moderate hepatic injury while co-administration 
of D-GalN and Poly(I:C) led to very severe fulminant hepatitis in mice. The liver injury 
induced by D-GalN Poly(I:C) treatment was associated with hemorrhagic lesions in liver and 
elevated pro-inflammatory cytokines as reported earlier [19,21,22]. The underlying 
mechanism of Poly(I:C)-induced liver injury is mediated by activation of Kuppfer cells and 
NK cells in a TLR3 dependent pathway [20] in association with increased inflammatory 
cytokines. Inducible expression of IL-33 was found in liver sinusoidal endothelial cells and 
vascular endothelial cells following Poly(I:C) and D-GalN Poly(I:C) treatment. However, 
hepatocyte-specific IL-33 expression was only evident in Poly(I:C) treated mice with 
increased number of IL-33 expressing hepatocytes compared to control mice. It may be 
plausible that hepatocyte specific inhibition of transcription by D-GalN prevented hepatocyte-
specific IL-33 expression at transcript and protein level following D-GalN Poly(I:C) 
treatment. However, innate immune stimulation by the TLR3 agonist alone can induce IL-33 
expression in liver especially in hepatocytes. The regulation of IL-33 by TLR viral and 
bacterial ligands have been demonstrated in human corneal epithelial cells and fibroblasts 
[30,31] as well as in murine macrophages [32]. The IL-33 was up-regulated by Poly(I:C) 
stimulation in murine macrophages and its transcriptional regulation was dependent of two 
transcription factors, IFN regulatory factor-3 (IRF-3) and CREB [32]. Here, we add TLR3 
mediated expression of IL-33 in liver sinusoidal endothelial cells, vascular endothelial cells 
and hepatocytes in acute hepatitis in mice in a pathophysiological context. In addition, TLR3 
expression is also rapidly increased in liver from L2-MHV3 infected mice (results not shown). 
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While in a viral murine model, IL-33 has been shown to be expressed by radio-resistant cells 
of the spleenic T cell zone in lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV) infection [7], the 
above data prompted us to compare the IL-33 expression in a natural viral infection in liver in 
using the serotype 3 of mouse hepatitis viral infection MHV model [23,25]. We demonstrated 
the cellular expression of IL-33 in sinusoidal and vascular endothelial cells and hepatocytes at 
various times of the fulminant viral hepatitis induced by L2-MHV3. The L2-MHV3-induced 
liver injury was associated with significant increases in serum transaminases ALAT/ASAT, 
viral nucleocapsid, IFN-β and pro-inflammatory cytokine and chimiokine expression. The 
increased CXCL1 during MHV3 induced acute hepatitis may lead to chemotaxis/infiltration of 
neutrophils as an early response to liver infection and development of inflammatory 
microenvironment. The mechanism of MHV3-induced liver injury have shown to be 
dependent on activation of target cells of virus like Kupffer cells, NK cells, hepatocytes, 
sinusoidal endothelial and vascular endothelial cells [26,27]. Here we have shown that mRNA 
expression of IL-33 was over-expressed after L2-MHV3-induced hepatitis in mice. The 
transcript level of IL-33 was highly increased in L2-MHV3 induced hepatitis than Poly(I:C) 
treated mice demonstrating a difference between TLR-3 agonist and natural virus infection in 
liver. TLR3 expression is also rapidly increased in liver from L2-MHV3 infected mice (results 
not shown), suggesting that another factor may be also involved in the increase of IL-33. The 
hepatocyte-specific expression of IL-33 in hepatocytes was associated with beginning of L2-
MHV3 induced liver injury (24, 28 and 32h) and the inducible expression of IL-33 in liver 
sinusoidal endothelial cells and vascular endothelial cells was sustained during the whole 
infection period (16 to 72h). 
We next studied the role of NK and NKT cells in Poly(I:C) induced IL-33 expression in liver. 
The depletion of NK cells by anti-AGSM1 antibody in mice did not inhibit increased liver 
injury in D-GalN sensitized Poly(I:C) treated mice and had any effect in Poly(I:C) alone 
administration. These results are contrary to earlier findings which showed that pre-depletion 
of NK cells protected mice against D-GalN Poly(I:C) induced liver injury [22]. The difference 
seemed to be related with kinetics and dose of D-GalN Poly(I:C) used in these studies. The 
significant increase in CXCL1 expression in NK-depleted mice may explain the interplay of 
immune cells migration in liver i.e. depletion of one immune cell population relatively 
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compensate the other immune cell population. The major sources of CXCL1 in liver are 
endothelial cells, Kupffer cells, hepatic stellate cells, hepatocytes and neutrophils and CXCL1 
in association with neutrophils is important for development of liver injury [33,34]. The IL-33 
expression was induced in liver sinusoidal endothelial cells and vascular endothelial cells. The 
down-regulation of hepatocyte-specific IL-33 expression in NK depleted mice in Poly(I:C) 
treated mice suggests a partial regulation of IL-33 by NK cells. Interestingly, IL-33-expressing 
hepatocytes decreased at the same time than NK cells decreased in liver following L2-MHV3 
infection [25], supporting the hypothesis of a regulatory role of NK cells in IL-33 expression 
in hepatocytes. 
In a other relevant murine ConA-induced fulminant hepatic model, we have demonstrated that 
IL-33 is highly induced in liver especially in hepatocytes and the regulation of hepatocyte-
specific IL-33 is dependent of NKT cells and TRAIL [10,13]. In the TLR-3 agonist model 
used in this study, NKT cells did not control IL-33 expression in Poly(I:C)-induced liver 
injury because NKT (CD1d) KO mice exhibited increased number of IL-33 expressing 
hepatocytes than WT controls. These results may suggest a protective role of NKT cells in 
association with increased hepatocyte-specific IL-33 expression during TLR3-mediated acute 
hepatitis. We and others have demonstrated such a protective role of NKT cells and IL-33 
during ConA-induced liver injury model [12-13] that seems plausible in Poly(I:C)-induced 
acute liver injury. It has been previously reported that NKT cells did not decrease in liver 
following L2-MHV3 infection in mice in contrast to that observed with NK cells [25]. 
However, TRAIL level expression increased in Poly(I:C) treated mice, as previously observed 
in ConA-induced hepatic model [13]. 
In conclusion, the cytokine IL-33 is rapidly up-regulated during Poly(I:C) and MHV3-induced 
fulminant hepatitis in mice, suggesting that IL-33 may act as an alarmin. The liver sinusoidal 
endothelial cells, vascular endothelial cells and hepatocytes are potential sources of IL-33 
during viral fulminant hepatitis and NK cells partially regulate hepatocyte-specific IL-33 
expression. 
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